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DESCRIPCION
Métodos y dispositivos para la sintesis de acidos nucleicos
Campo de la invencion

Los métodos y aparatos proporcionados en el presente documento se refieren a la sintesis y ensamblaje de acidos
nucleicos y bibliotecas de acido nucleico que tienen una secuencia predefinida. Mas particularmente, se
proporcionan métodos y aparatos para la sintesis de polinucledtidos diana en un soporte sélido y para la seleccién
de los polinucleoétidos diana.

Antecedentes

El empleo de las técnicas de quimica de ADN recombinante, es hoy en dia comuln para las secuencias de ADN que
se van a replicar y amplificar a partir de la naturaleza y después desensamblar en partes del componente. Segun las
partes del componente, las secuencias se recombinan o se vuelven a ensamblar después en nuevas secuencias de
ADN. Sin embargo, la dependencia en las secuencias disponibles de forma natural limita significativamente las
posibilidades que pueden estudiar los investigadores. Mientras que en la actualidad es posible para las secuencias
cortas de ADN sintetizarse directamente a partir de nucledsidos individuales, ha sido poco factible en general
construir directamente grandes segmentos o ensamblajes de polinucleétidos, es decir, secuencias polinucleétidas
mas largas de aproximadamente 400 pares de bases.

Se puede realizar la sintesis de oligonucleétidos mediante sintesis personalizadas masivamente paralelas en
microchips (Zhou et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32:5409; Fodor et al. (1991) Science 251:767). Sin embargo, los
microchips actuales tienen areas de superficie muy bajas y por tanto s6lo pueden producirse pequenas cantidades
de oligonucledtidos. Cuando se liberan en la solucién, los oligonucleétidos se presentan en concentraciones
picomolares o inferiores por secuencia, concentraciones que no son suficientemente elevadas para impulsar las
reacciones de cebado bimoleculares de manera eficiente. Los métodos actuales para ensamblar acidos nucleicos
requieren que se amplifiquen los oligonucleotidos de microchips antes del ensamblaje. Como tal, sigue habiendo una
necesidad de mejora de métodos y dispositivos rentables para el ensamblaje de genes de alta fidelidad y la
produccion de un gran nimero de secuencias polinucleotidas.

El documento W02004/024886 informa sobre la sintesis in vitro y el ensamblaje de polinucleétidos de longitud
génica, largos basado en un ensamblaje de multiples oligonucleétidos mas cortos sintetizados in situ en una
plataforma de micromatrices. El documento W0O2005/059096 informa sobre la produccion de moléculas de acido
nucleico largas con un control del usuario preciso en el contenido de la secuencia. El documento WO2010/025310
informa sobre métodos para sintetizar y/o ensamblar al menos un producto polinucleétido que tiene una secuencia
predefinida a partir de una pluralidad de oligonucleétidos diferentes. El documento DE114343591 informa sobre la
produccion de elementos funcionales oligoméricos o poliméricos (EF) mediante el enlace de al menos dos
elementos de disefio (ED). EI documento WO01/88173 informa sobre métodos de preparacién de un polinucledtido
que tiene al menos 200 nucle6tidos en una direccién 5'a 3' 0 3' a 5' ligando una pluralidad de oligonucleétidos, cuyo
ensamblaje, representa la secuencia nucleétida del polinucleétido deseado. El documento W099/47536 informa
sobre un método recursivo para sintetizar moléculas de acido nucleico que implica ciclos de unién de moléculas de
acido nucleico a una molécula de acido nucleico preparada. El documento EP2175021 informa sobre la sintesis de
hebras dobles de acido nucleico de una secuencia opcional en un soporte que tiene un area de superficie que
contiene una pluralidad de areas de reaccién individual. El documento WO00/29616 informa sobre métodos de
ensamblaje de un polinucleétido en un soporte solido realizando etapas de hibridacién, ligamiento, y extensién. El
documento WO00/75368 informa sobre métodos para la sintesis en fragmentos de ADN en una matriz sélida. Los
documentos EP1314783 y EP1411122 informan sobre una molécula de acido nucleico monocatenario para su uso
en la preparaciéon de acido nucleico, que comprende una secuencia que corresponde al sitio de reconocimiento de
una enzima de restriccion tipo IIS, y una secuencia arbitraria pero definida de nucleédtidos. EI documento
WQ02006/076679 informa sobre la produccién de proteinas con caracteristicas deseadas mediante la expresion y
exploracion de acidos nucleicos codificantes. El documento WO2006/044956 informa sobre métodos de fabricacién
de ADN sintético mediante el ensamblaje multiplexado de oligonucleétidos sintéticos. El documento W099/14318
informa sobre la sintesis quimica completa y el ensamblaje de genes y genomas. El documento W0O2007/010252 y
el documento W0O2008/041002 informan sobre la secuenciacion por pares de una plantilla polinucleétida bicatenaria.

Sumario

Los aspectos de la invencion se refieren a métodos y aparatos para preparar y/o ensamblar polimeros de alta
fidelidad. En el presente documento se proporciona también dispositivos y métodos para procesar reacciones de
ensamblaje de &cido nucleico y acidos nucleicos ensamblados. Es objeto de la presente invencion proporcionar
métodos econdmicos, practicos para sintetizar acidos nucleicos personalizados.

Los aspectos de la invencion se refieren a métodos y dispositivos para producir un polinucleétido que tiene una
secuencia predeterminada en un soporte solido. En algunas realizaciones, se proporcionan pluralidades de
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oligonucledtidos monocatenarios unidos al soporte en caracteristicas diferentes de un soporte sélido, cada pluralidad
de oligonucleétidos tiene una secuencia predefinida, siendo cada pluralidad unida a una caracteristica discreta
diferente del soporte. En algunas realizaciones, cada pluralidad de oligonucleétidos comprende una region de
secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una regién de secuencia de un extremo 3' de otro
oligonucleétido y en la que la primera pluralidad de oligonucleétidos tiene un extremo 5' que es complementario a un
extremo 5' de un primer oligonucleétido monocatenario de anclaje. En algunas realizaciones, la pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte se inmoviliza en el soporte. En algunas realizaciones la pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte se sintetiza en el soporte sélido. En otras realizaciones, la pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte se deposita en el soporte sélido. En algunas realizaciones, el soporte es un
dispositivo de micromatrices.

Segun algunas realizaciones, se proporcionan al menos una primera y una segunda pluralidad de oligonucleétidos
monocatenarios unidos al soporte, en la que cada primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos tienen una
secuencia predefinida y se unen a una caracteristica discreta del soporte. En algunas realizaciones, cada primera
pluralidad de oligonucleétidos comprende una region de secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una
region de secuencia de un extremo 3' de la segunda pluralidad de oligonucleétidos. En algunas realizaciones, se
proporciona una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte, en la que el extremo 5'
de la pluralidad del primer oligonucleétido de anclaje es igual que una regién de secuencia de la primera pluralidad
de oligonucledtidos unidos al soporte. Al menos se generan una primera y una segunda pluralidad de
oligonucledtidos de construccion complementarias a la primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte en una reaccion de extensién de la cadena. Los oligonucledtidos de construccién pueden hibridarse en la
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje en una caracteristica seleccionada. Al menos se ligan la primera y la
segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion, generando de este modo al menos un polinucleétido que
tiene una secuencia predefinida. En algunas realizaciones, al menos se disocian la primera y segunda pluralidad de
oligonucledtidos de construccion a partir de al menos la primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte. En algunas realizaciones, la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion se transfiere de una
primera caracteristica a una caracteristica seleccionada y la segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion
se transfiere de una segunda caracteristica a la caracteristica seleccionada, en la que la caracteristica seleccionada
comprende una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte. En algunas
realizaciones, la caracteristica seleccionada se encuentra en el mismo soporte que la primera y la segunda
caracteristica. En otras realizaciones, la caracteristica seleccionada se encuentra en un soporte diferente al de la
primera y segunda caracteristica. En algunas realizaciones, se proporciona una tercera pluralidad de
oligonucledtidos monocatenarios unidos al soporte, en la que cada tercera pluralidad de oligonucleoétidos tiene una
secuencia predefinida y se une a una tercera caracteristica discreta del soporte, cada tercera pluralidad de
oligonucledtidos comprende una region de secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una regién de
secuencia de un extremo 3' de la segunda pluralidad de oligonucleétidos. La tercera pluralidad de oligonucleétidos
de construccién complementaria a la tercera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte se genera en una
reaccion de extension de la cadena empleando oligonucleétidos monocatenarios Unicos como plantillas. La primera,
segunda y tercera pluralidad de oligonucleotidos de construccion se hibrida en la pluralidad de oligonucleétidos de
anclaje en una caracteristica seleccionada y ligada para producir un polinucleétido mas largo. En algunas
realizaciones, cada pluralidad de oligonucleé6tidos de construccion se genera en un soporte diferente. En algunas
realizaciones, cada pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte tiene un sitio de unién al cebador en su extremo
3'. El sitio de unién al cebador puede ser un sitio de union al cebador universal. En algunas realizaciones, el método
comprende hibridar un cebador en al menos la primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte
en condiciones que favorecen la extensién del cebador, formando de este modo duplexos del producto de extensién.
En algunas realizaciones, la secuencia cebadora comprende al menos un uracilo. En algunas realizaciones, el
cebador que contiene uracilo se elimina utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-
liasa endonucleasa VIII.

En algunas realizaciones, el método comprende proporcionar pluralidades N de oligonucleétidos monocatenarios
unidos al soporte predefinidos, en el que la primera pluralidad de oligonucle6tidos comprende en su extremo 3 una
region de secuencia que es complementaria a una region de secuencia en el extremo 3' de un segundo
oligonucleétido, en el que la pluralidad N de oligonucleétidos comprende en su extremo 3' una region de secuencia
complementaria a una region de secuencia del oligonucledtido (N-1); y proporcionar una primera pluralidad de
oligonucledtidos de anclaje que comprende en su extremo 5' una secuencia que es igual que una regién de
secuencia de la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte. En algunas realizaciones, se generan
pluralidades N de oligonucleétidos de construccion complementarias a los oligonucleétidos monocatenarios unidos al
soporte, las pluralidades de oligonucleétidos de construccion abarcan la secuencia completa del polinucleétido sin
espacios. En algunas realizaciones, la regién de secuencia del extremo 3' de la primera pluralidad de los
oligonucledtidos unidos al soporte es idéntica a la regién del extremo 5' de los oligonucleétidos de anclaje. En
algunas realizaciones, los productos de extension se disocian de este modo al liberar al menos la primera y segunda
pluralidad de oligonucleétidos de construccion.

Los aspectos de la invencion se refieren a un método de sintesis y de seleccion de un polinucleétido que tiene una
secuencia definida. El método comprende sintetizar una pluralidad de polinucleétidos bicatenarios unidos al soporte
que comprende un saliente monocatenario libre, la pluralidad de secuencias polinucleétidas comprende la secuencia
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polinucledtida definida, en la que el saliente monocatenario comprende la secuencia de una construccién de
oligonucledtido N terminal. Los métodos comprenden hibridar un grupo de oligonucleétidos a un oligonucleétido
monocatenario unido al soporte de anclaje, el grupo oligonucleétido comprende pluralidades N de oligonucleétidos,
en el que la primera pluralidad de oligonucleétidos comprende en su extremo 5' una regién de secuencia que es
complementaria a una regién de secuencia en el extremo 5' del oligonucleétido de anclaje, en el que una pluralidad
N de oligonucleotidos comprende en su extremo 3' una secuencia complementaria a una regién de secuencia del
oligonucledtido (N-1). En algunas realizaciones, el oligonucledétido de anclaje y los polinucleétidos se liberan desde el
soporte empleando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII. En
algunas realizaciones, se liberan los polinucleétidos desde el soporte por ejemplo empleando un enzima de
restriccion tipo Il. En algunas realizaciones, se amplifica la secuencia polinucleétida definida.

En algunos aspectos de la invencién, se proporcionan métodos para sintetizar un polinucleétido que tiene una
secuencia predefinida y seleccionar la secuencia polinucleétida predefinida segin su secuencia y su longitud. En
algunas realizaciones, se proporciona un soporte que comprende (i) una primera pluralidad de oligonucleétidos de
anclaje unidos al soporte, en el que el extremo 5' de la primera pluralidad de oligonucledtido de anclaje es
complementario al extremo 5' de una primera pluralidad de oligonucleétidos y (i) una segunda pluralidad de
oligonucledtidos de anclaje unidos al soporte en el que el extremo 5' del segundo oligonucleétido de anclaje es
complementario a una construccién de oligonucleétido N terminal. En algunas realizaciones, se sintetiza una
pluralidad de polinucleétidos bicatenarios unidos al soporte que comprende un saliente monocatenario. La pluralidad
de secuencias polinucleétidas comprende la secuencia polinucleétida predefinida, en la que un saliente 5'
monocatenario de la secuencia polinucledtida predefinida comprende la secuencia de construccién del
oligonucledtido N terminal y el extremo 3' monocatenario de la secuencia polinucleétida comprende la primera
secuencia polinucleédtida. Se hibrida la pluralidad de polinucleétidos sintetizados, en condiciones de hibridacién, en la
primera pluralidad de oligonuclettidos de anclaje. En algunas realizaciones, los polinucledtidos sintetizados se
someten a condiciones de hibridacién, tales como el oligonucle6tido N terminal en el extremo 5' de la segunda
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje, seleccionando de este modo los polinucleétidos que tienen la secuencia
predefinida utilizando el segundo oligonucledtido de anclaje. En algunas realizaciones, las secuencias
polinucleétidas que tienen un extremo 3' o 5' libre se degradan utilizando una exonucleasa especifica
monocatenaria. En algunas realizaciones, los polinucleétidos que tienen la secuencia predefinida se liberan ademas
del soporte, por ejemplo utilizando una endonucleasa tipo Il o utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa
(UAG) y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII. En realizaciones preferentes, se separa la primera pluralidad de
oligonucledtidos de anclaje de la segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje mediante una distancia
correspondiente a la longitud del polinucleétido predefinido. El soporte puede comprender oligonucleétidos
monocatenarios separadores unidos al soporte para fijar la distancia entre el primer y segundo oligonucleétido de
anclaje. En algunas realizaciones, la distancia entre el primer y segundo oligonucleétido de anclaje es una funcién
de una concentracién del primer y segundo oligonucleétido de anclaje y de la concentracién del oligonucleotido
separador.

Algunos aspectos de la realizacién se refieren a una matriz de acido nucleico que comprende (a) un soporte sélido;
(b) una pluralidad de caracteristicas discretas asociadas con el soporte solido, en la que cada caracteristica
comprende una pluralidad de oligonucledtidos unidos al soporte que tiene una secuencia predefinida, en la que la
primera pluralidad de oligonucleétidos comprende en su extremo 5' una regién de secuencia que es complementaria
a una region de secuencia en el extremo 5' de un segundo oligonucleétido, en el que una pluralidad de
oligonuclettidos N comprende en su extremo 5' una secuencia complementaria a una regién de secuencia del
extremo 5' de una pluralidad de oligonucleétidos (N-1); y (c) al menos una primera pluralidad de oligonucleétidos de
anclaje comprende en su extremo 5' una secuencia que es idéntica a una region de secuencia de la primera
pluralidad de oligonucle6tidos unidos al soporte. En algunas realizaciones, la matriz de acido nucleico comprende
ademas una segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje unidos al soporte, en el que el extremo 5' del
segundo oligonucleétido de anclaje es idéntico al extremo 5' de la pluralidad de oligonucleétidos N. En algunas
realizaciones, el acido nucleico comprende ademas una pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte que tiene
una secuencia que no es idéntica a la pluralidad de la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte.

Los aspectos de la invencién se refieren a un proceso paralelo y secuencial para la preparacion de una pluralidad de
polinucleétidos que tiene una secuencia predefinida en un soporte. En algunas realizaciones, se proporcionan un
primer y segundo soporte que tienen una pluralidad de caracteristicas, en la que cada caracteristica en cada soporte
comprende una pluralidad de oligonucleétidos diferentes unidos al soporte que tiene una secuencia predefinida. Se
genera una primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos de diferentes construcciones que tienen una secuencia
predefinida diferente utilizando la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte como plantillas, la primera y
segunda pluralidad de oligonuclettidos de construccion tienen en su extremo 3' secuencias complementarias. En
algunas realizaciones, se proporciona un soporte que comprende una pluralidad de caracteristicas, en la que cada
caracteristica comprende una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte. En
algunas realizaciones, el extremo 5' de cada pluralidad de oligonucleétidos de anclaje es complementario al extremo
5' de la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccién. Se puede hibridar la primera pluralidad de
oligonucledtidos de construccion a los oligonucleétidos de anclaje que forman una primera pluralidad de duplexos
que tiene un saliente 3'. Se puede hibridar a continuacion la segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion
a la primera pluralidad de duplexos a través del saliente 3', formando de este modo una pluralidad de duplexos con
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un saliente 5'. De manera opcional, en funcidn de la longitud del(los) polinucleétido(s) que se va(n) a sintetizar, se
hibrida una tercera pluralidad de oligonucle6tidos de construccién en la segunda pluralidad de oligonucleétidos de
construccion a través del saliente 5'. Se pueden ligar las pluralidades de oligonucleétidos de construccion para
formar los polinucleotidos bicatenarios. En algunas realizaciones, la etapa de generar la pluralidad de los primeros
oligonucledtidos de construccion comprende la hibridaciéon de una secuencia cebadora que tiene al menos un uracilo
en la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte en condiciones que favorecen la extensién del cebador
y la eliminacion del cebador utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-liasa
endonucleasa VIII. En algunas realizaciones, se sintetizan las pluralidades de oligonucle6tidos de construccion que
definen cada uno de los polinucledtidos en un soporte diferente. Se puede ensambilar la pluralidad de polinucleétidos
diferentes en una caracteristica diferente del soporte que comprende los oligonucleétidos de anclaje unidos al
soporte.

Los aspectos de la invencion se refieren a métodos y dispositivos para sintetizar una pluralidad de polinucleétidos
que tiene una secuencia predefinida. En algunas realizaciones, el método comprende las etapas de (a) proporcionar
un primer soporte que comprende una pluralidad de caracteristicas, en la que cada caracteristica comprende una
pluralidad de oligonucle6tidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte, en la que el extremo 5' de cada
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje es complementaria al extremo 5' una primera pluralidad de oligonucleétidos
de construccion; (b) proporcionar un segundo soporte que tiene una pluralidad de caracteristicas, en la que cada
caracteristica comprende una pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte, cada pluralidad de oligonucleétidos
unidos al soporte tiene una secuencia predefinida diferente; (c) generar una primera pluralidad de oligonucle6tidos
de construccién que tienen secuencias predefinidas diferentes utilizando la pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte como plantillas; (d) posicionar el primer y el segundo soporte de manera que se alinee cada caracteristica
del segundo soporte a una caracteristica correspondiente del primer soporte; (e) liberar la primera pluralidad de
oligonucledtidos de construccion en una solucion en condiciones que favorecen la hibridacion de la primera
pluralidad de oligonucleétidos a la pluralidad de oligonucleétidos de anclaje; y (f) repetir opcionalmente las etapas b-
e con un tercer soporte que comprende una segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion, la segunda y la
tercera pluralidad de oligonucleétidos de construccidn tienen secuencias complementarias del extremo 3'. En
algunas realizaciones, el segundo soporte se posiciona arriba y orientado al primer soporte. En algunas
realizaciones, el tercer soporte comprende una pluralidad de polinucleétidos inmovilizados mediante la hibridacion
en una pluralidad de oligonucleétidos de anclaje.

En algunas realizaciones, la etapa para generar la pluralidad de los primeros oligonucleétidos de construccion
comprende hibridar una secuencia cebadora que tiene al menos un uracilo en la primera pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte en condiciones que favorecen la extension del cebador y eliminar el cebador
utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIIl. El segundo
soporte se puede posicionar arriba y orientado al primer soporte. En algunas realizaciones, la solucién comprende
una ligasa que permite el ligamiento de la segunda y tercera pluralidad de oligonucleétidos de construccion.

En algunas realizaciones, la etapa para liberar la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion en solucion
permite la difusién de la primera pluralidad de oligonucleétidos a los oligonucleétidos de anclaje.

En algunas realizaciones, la etapa para liberar la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccién en solucion
se encuentra en presencia de una membrana permeable que permite una difusién vertical sustancial de
oligonucledtidos de construccion a los oligonucledtidos de anclaje. En algunas realizaciones, la membrana
permeable reduce la difusion lateral de oligonucledétidos de construccién.

En algunas realizaciones, cada caracteristica del segundo soporte comprende una pluralidad de oligonucleétidos, en
la que la pluralidad de oligonucledtidos comprende al menos dos poblaciones de oligonucleétidos que tienen
secuencias predefinidas diferentes, al menos dos poblaciones de oligonucleétidos que tienen secuencias
complementarias. Por ejemplo, las dos poblaciones de oligonucle6tidos comprenden secuencias complementarias
del extremo 3'. En algunas realizaciones, las dos poblaciones de oligonucleétidos se liberan en solucién permitiendo
de este modo la hibridacién de la primera poblacion de oligonucleétidos de construccién a la segunda poblacién de
oligonucledtidos de construccién y la hibridacion de la primera poblacion de oligonucleétidos a los oligonucleétidos
de anclaje. En algunas realizaciones, la solucion comprende una ligasa. En algunas realizaciones, la estequiometria
de la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccién es mayor que la estequiometria de los oligonucleétidos
de anclaje.

En algunas realizaciones, el método para sintetizar una pluralidad de polinucleétidos que tiene una secuencia
predefinida comprende ademas la exposicion de la pluralidad de polinucleétidos en un mal apareamiento que
reconoce y escinde el componente en condiciones adecuadas para la escision de polinucleétidos bicatenarios que
contienen un mal apareamiento. La pluralidad de polinucleétidos puede unirse al soporte o en solucion. El mal
apareamiento que reconoce y escinde el componente puede comprender una endonucleasa mal apareada tal como
una enzima CEL I.
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra un método ejemplar no limitante de la sintesis del &cido nucleico unido a la superficie que
utiliza un primer oligonucleétido que genera una superficie y una segunda superficie oligonucledtida de anclaje.
La Figura 2 ilustra un método ejemplar no limitante de la sintesis de acido nucleico unido a la superficie que
utiliza una Unica superficie que comprende un oligonucleétido que genera secuencias y secuencias de anclaje.
La Figura 3 ilustra un método ejemplar no limitante de la sintesis de acido nucleico unido a la superficie y la
exploracion de polinucleétidos ensamblados de longitud completa que utilizan una exonucleasa especifica
monocatenaria.

La Figura 4 ilustra un método ejemplar no limitante de la sintesis de acido nucleico unido a la superficie y la
exploracion de polinucletétidos ensamblados de longitud completa que utilizan una regla molecular.

La Figura 5 ilustra matrices de construccion ejemplares no limitantes y la matriz de anclaje que comprende
oligonucleotidos unidos al soporte.

La Figura 6 ilustra un método no limitante para la sintesis de oligonucleétidos de construccién a partir de
oligonucleotidos inmovilizados en matrices de construccién.

La Figura 7 ilustra un método no limitante para la sintesis polinucleétida unida a la superficie altamente paralela
secuencial.

La Figura 8 ilustra un conjunto de matrices de construccién y una matriz de anclaje.

La Figura 9 a-d ilustra un método no limitante para transferir un primer conjunto y un segundo conjunto de
oligonucleotidos de construccién a partir de la matriz de construccién a la matriz de anclaje en un medio fluido.

La Figura 10 ilustra un método no limitante para transferir oligonucleétidos de construccién a partir de la matriz
de construccion a la matriz de anclaje en un medio fluido en presencia de una membrana porosa.

La Figura 11 ilustra un método no limitante para transferir dos oligonucleé6tidos de construccion diferentes a partir
de la matriz de construccién en la matriz de anclaje en un medio fluido y en presencia de una ligasa.

La Figura 12 ilustra un método no limitante para transferir dos oligonucle6tidos de construccion diferentes a partir
de la matriz de construccion a la matriz de anclaje en un medio fluido en el que el nimero de oligonucleétidos de
construccion esta en exceso esteoquimétrico para cada oligonucleétido de anclaje correspondiente.

La Figura 13 ilustra un método no limitante para transferir un polinucleétido ensamblado a partir de una matriz de
anclaje a aquellos que estan en otra matriz de anclaje utilizando una uniéon de solapamiento entre los
polinucleétidos ensamblados en cada matriz de anclaje.

La Figura 14 ilustra un método no limitante para eliminar el error de mal apareamiento a partir de secuencias de
acido nucleico bicatenario que utilizan una endonucleasa especifica en el mal apareamiento. El nucleétido de mal
apareamiento se indica mediante una cruz.

Descripcion detallada de la invencion

Los aspectos de la tecnologia proporcionados en el presente documento se utilizan aumentando la precision, el
rendimiento, la produccién, y/o la rentabilidad de sintesis del &cido nucleico y las reacciones de ensamblaje. Como
se utiliza en el presente documento, el término "acido nucleico”, "polinucleétido”, "oligonucleétido” se utiliza de forma
intercambiable y se refiere a formas poliméricas de origen natural o sintéticas de nucleétidos. Los oligonuclettidos y
las moléculas de &cidos nucleicos pueden formarse a partir de nucleétidos de origen natural, por ejemplo formando
moléculas de acido desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico (ARN). Alternativamente, los oligonucleétidos de
origen natural pueden incluir modificaciones estructurales para alterar sus propiedades, tales como acidos
peptidonucleicos (APN) o en acidos nucleicos bloqueados (ANB). La sintesis de fase solida de oligonucleétidos y
moléculas de acido nucleico con bases de origen natural o artificial se conocen bien en la materia. El término ha de
entenderse para incluir equivalentes, analogos de ARN o ADN fabricados a partir de analogos nucleétidos y cuando
proceda a la realizacion que se esta describiendo, polinucleétidos monocatenarios o bicatenarios. Los nucleétidos
Utiles en la invencion incluyen, por ejemplo, nucledtidos de origen natural (por ejemplo, ribonucledtidos o
desoxirribonucleétidos), o modificaciones naturales o sintéticas de nucleétidos, o bases artificiales. Como se utiliza
en el presente documento, el término mondmero se refiere a un miembro de un conjunto de moléculas pequenas
que son y pueden unirse entre si para formar un oligémero, un polimero o un compuesto compuesto de dos o0 mas
miembros. El orden particular de monémeros en un polimero se refiere en el presente documento como la
"secuencia" del polimero. El conjunto de monémeros incluye, pero no se limita a, por ejemplo, el conjunto de L-
aminoacidos comunes, el conjunto de D-aminoacidos, el conjunto de aminoacidos sintéticos y/o naturales, el
conjunto de nucleétidos y el conjunto de pentosas y hexosas. Los aspectos de la invencion se describen en el
presente documento principalmente respecto a la preparacién de oligonucleotidos, pero se podria aplicar facilmente
en la preparacion de otros polimeros tales como péptidos o polipéptidos, polisacaridos, fosfolipidos,
heteropolimeros, poliésteres, policarbonatos, poliureas, poliamidas, polietileneiminas, sulfuros de poliarileno,
polisiloxanos, poliimidas, poliacetatos, o cualquier otro polimero.

Como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia predeterminada” o "secuencia predefinida" se
utiliza de forma intercambiable y significa que la secuencia del polimero se conoce y se elige antes de la sintesis o
ensamblaje del polimero. En particular, los aspectos de la invencién se describen en el presente documento
principalmente respecto a la preparacion de moléculas de acido nucleico, siendo conocida y elegida la secuencia de
los acidos nucleicos antes de la sintesis 0 ensamblaje de las moléculas de acido nucleico. En algunas realizaciones
de la tecnologia proporcionada en el presente documento, se utilizan oligonucle6tidos o polinucleétidos
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inmovilizados como una fuente de material. En diversas realizaciones, los métodos que se describen en el presente
documento utilizan oligonucleétidos, sus secuencias se determinan baséandose en la secuencia de los constructos
polinucleétidos que se van a sintetizar. En una realizacion, los oligonucleétidos son moléculas de acido nucleico
corto. Por ejemplo, los oligonucledtidos pueden ser de 10 a aproximadamente 300 nucleétidos, de 20 a
aproximadamente 400 nucleétidos, de 30 a aproximadamente 500 nucledtidos, de 40 a aproximadamente 600
nucleétidos, o mas de aproximadamente 600 nucledtidos de longitud. Sin embargo, pueden utilizarse
oligonucledtidos mas cortos o mas largos. Los oligonucleétidos pueden disefarse para tener una longitud diferente.
En algunas realizaciones, la secuencia del constructo polinucleétido puede dividirse en una pluralidad de secuencias
mas cortas que se pueden sintetizar en paralelo y ensamblarse en un Unico o una pluralidad de constructos
polinucleétidos deseados utilizando los métodos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, el
procedimiento de ensamblaje puede incluir varias etapas de reaccion paralela y/o secuencial en las que se sintetiza
o se inmoviliza, se extiende, y se combina una pluralidad de acidos nucleicos o oligonucleétidos diferentes en el
cebador para ensamblarse (por ejemplo, mediante extension o ligamiento como se describe en el presente
documento) para generar un producto de acido nucleico mas largo que se va a utilizar para el ensamblaje, clonacién
u otras aplicaciones adicionales.

En algunas realizaciones, se proporcionan en el presente documento métodos de bibliotecas de ensamblaje que
contienen acidos nucleicos que tienen variaciones de secuencia. Las estrategias de ensamblaje proporcionadas en
el presente documento pueden utilizarse para generar bibliotecas muy grandes representativas de diferentes
secuencias de acido nucleico de interés. En algunas realizaciones, las bibliotecas de acidos nucleicos son
bibliotecas de variantes de secuencia. Las variantes de secuencia pueden ser variantes de una secuencia
codificadora de la proteina de origen natural. Sin embargo, en algunas realizaciones, las variantes de secuencia
pueden ser variantes de una pluralidad de secuencias codificadoras de proteina diferentes. Por consiguiente, un
aspecto de la tecnologia proporcionado en el presente documento se refiere al ensamblaje de bibliotecas precisas
de &acido nucleico de alta densidad. Los aspectos de la tecnologia proporcionados en el presente documento
proporcionan también bibliotecas precisas de acido nucleico de alta densidad. Una biblioteca de &cido nuclelco de
alta densidad puede |ncIU|r mas de 100 variantes de secuenma diferentes (por Jemplo aproximadamente 10 a 10
aproximadamente 10° a 10%; aproximadamente 10* a 10% aproximadamente 10 a 10%; a roximadamente 10° a 10
aproxmadamente 10" a 108 aproximadamente 10% a 109 aproximadamente 10° a 10 ; aproximadamente 10" a
10 proxmadamente 10" a 10'%; aproximadamente 1012a 10'*; aproximadamente 1013 a 10'*; aproximadamente
10" a 10"%:; 0 mas secuencias diferentes) en las que un alto porcentaje de secuencias diferentes son secuencias
especn‘lcadas a diferencia de las secuencias aleatorias (por ejemplo, mas de aproximadamente 50 %, mas de
aproximadamente 60 %, mas de aproximadamente 70 %, mas de aproximadamente 75 %, mas de
aproximadamente 80 %, mas de aproximadamente 85 %, mas de aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %,
aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 9%, aproximadamente 95 %, aproximadamente
96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, o mas de las secuencias son
secuencias predeterminadas de interés).

En algunas realizaciones, los métodos y dispositivos proporcionados en el presente documento utilizan
oligonucledtidos que se inmovilizan en una superficie o sustrato (por ejemplo, oligonucleétidos unidos al soporte).
Los oligonucledtidos unidos al soporte comprenden por ejemplo, oligonucledtidos complementarios a
oligonucledtidos de construccion, oligonucleétidos de anclaje y/o oligonucleétidos separadores. Como se utiliza en el
presente documento, el término "soporte”, "sustrato" y "superficie" se utiliza de forma intercambiable y se refiere a un
material insoluble disolvente poroso o no poroso en el que se sintetizan o inmovilizan polimeros tales como &cidos
nucleicos. Como se utiliza en el presente documento "poroso” significa que el material contiene poros que tienen
diametros sustancialmente uniformes (por ejemplo en el intervalo nm). Los materiales porosos incluyen papel, filtros
sintéticos etc. En tales materiales porosos, la reaccion puede tener lugar en los poros. El soporte puede tener
cualquier nimero de formas, tales como perno, tira, placa, disco, varilla, curvas, estructura cilindrica, particulas,
incluyendo perlas, nanoparticulas y similares. El soporte puede tener anchuras variables. El soporte puede ser
hidréfilo o capaz de volver a ser hidréfilo e incluye polvos inorganicos tales como silice, sulfato de magnesio, y
alumina; materiales poliméricos naturales, materiales particularmente celulésicos y materiales obtenidos a partir de
celulosa, tales como fibras que contienen papeles, por ejemplo, papel de filtro, papel de cromatografia, etc.;
polimeros de origen natural sintéticos o modificados, tales como nitrocelulosa, acetato de celulosa, poli(cloruro de
vinilo), poliacrilamida, dextrano reticulado, agarosa, poliacrilato, polietileno, polipropileno, poli(4-metil-buteno),
poliestireno, polimetacrilato, polietilentereftalato), nylon, poli(butirato de vinilo), membrana de difluoruro de
polivinildeno (PVDF), vidrio, vidrio poroso controlado, vidrio poroso controlado magnético, ceramica, metales, y
similares, etc.; utilizados por si mismos o junto con otros materiales. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos
se sintetizan en un formato de matriz. Por ejemplo, los oligonucleétidos monocatenarios se sintetizan in situ en un
soporte comun, en el que cada oligonucleétido se sintetiza en una caracteristica separada o discreta (0 mancha) en
el sustrato. En realizaciones preferentes, los oligonucle6tidos monocatenarios se unen a la superficie del soporte o
caracteristica. Como se utiliza en el presente documento, el término "matriz" se refiere a una disposicion de
caracteristicas discretas para el almacenamiento, amplificacién y liberacién de oligonucleétidos u oligonucleétidos
complementarios para reacciones adicionales. En una realizacién preferente, el soporte o matriz es direccionable: el
soporte incluye dos o mas caracteristicas direccionables discretas en una ubicacién predeterminada particular (es
decir, una "direccion") en el soporte. Por lo tanto, cada molécula oligonucleétida en la matriz se localiza en una
ubicacion conocida y definida en el soporte. La secuencia de cada oligonucleétido se puede determinar a partir de su
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posicion en el soporte. La matriz puede comprender regiones intercaracteristicas. Las intercaracteristicas no pueden
transportar cualquier oligonucle6tido a su superficie y pueden corresponder a un espacio inerte.

En algunas realizaciones, los oligonucleétidos se unen, se depositan, se inmovilizan, se unen a la superficie, se
apoyan o se sintetizan en las caracteristicas discretas de la superficie o matriz. Los oligonucleétidos se pueden unir
de forma covalente a la superficie 0 depositarse en la superficie. Las matrices se pueden construir, ordenar o
comprar de forma personalizada de un proveedor (por ejemplo, Agilent, Affymetrix, Nimblegen). Diversos métodos
de construccion se conocen bien en la materia, por ejemplo sintetizadores de matriz sin mascara, métodos dirigidos
por haz de luz utilizando méascaras, métodos microfluidicos, métodos de depositado, etc. En algunas realizaciones,
los oligonucle6tidos de construccion y/o seleccion pueden sintetizarse en un soporte sélido utilizando un sintetizador
de matriz sin mascara (MAS). Los sintetizadores de matriz sin mascara se describen, por ejemplo, en la Solicitud
PCT N2 WO 99/42813 y en la Patente de Estados Unidos N° 6.375.903 correspondiente. Se conocen otros ejemplos
de instrumentos sin mascara que pueden fabricar una micromatriz de ADN personalizado en la que cada una de las
caracteristicas en la matriz tiene una molécula de ADN monocatenaria de la secuencia deseada. Otros métodos
para sintetizar oligonucleétidos incluyen, por ejemplo, métodos dirigidos por haz de luz que utilizan mascaras,
métodos microfluidicos, métodos de depositado, métodos basados en pernos, y métodos que utilizan mdltiples
soportes. Se describen métodos dirigidos por haz de luz que utilizan méascaras (por ejemplo, métodos de VLSIPS™)
para la sintesis de oligonucleétidos, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N°® 5.143.854, 5.510.270 y
5.527.681. Estos métodos implican la activacion de regiones predefinidas de un soporte sélido y tras el contacto del
soporte con una solucibn mondmera preseleccionada. Las regiones seleccionadas pueden activarse mediante
irradiacion con una fuente de haz de luz a través de una mascara del mismo modo que las técnicas de fotolitografia
utilizadas en la fabricacién de un circuito integrado. Otras regiones del soporte permanecen inactivas debido a que
se bloquea la iluminacion mediante la mascara y permanecen quimicamente protegidas. Por consiguiente, un patrén
de luz define qué regiones del soporte reaccionan con un monémero dado. Mediante la activacion repetida de
diferentes conjuntos de regiones predefinidas y en contacto con soluciones mondmeras diferentes con el soporte, se
produce una matriz diversa de polimeros en el soporte. Se pueden utilizar opcionalmente otras etapas, tales como el
lavado de la solucién mondmera sin reaccionar del soporte. Otros métodos aplicables incluyen técnicas mecanicas
tales como las descritas en la Patente de Estados Unidos N° 5.384.261. Se describen métodos adicionales
aplicables a la sintesis de oligonucledtidos en un Unico soporte, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N°
5.384.261. Por ejemplo, se pueden administrar reactivos al soporte mediante (1) flujo en un canal definido en
regiones predeterminadas o (2) "depositado" en las regiones predefinidas. Se pueden emplear también otros
enfoques, asi como combinaciones de depositado y flujo. En cada ejemplo, algunas regiones activadas del soporte
se separan mecanicamente de otras regiones cuando se administran las soluciones monémeras a los diversos sitios
de reaccion. Los métodos microfluidicos implican, por ejemplo, sistemas microfluidicos para controlar la sintesis de
oligonucledtidos en un soporte soélido. Por ejemplo, las diversas secuencias polimeras pueden sintetizarse en
regiones seleccionadas de un soporte sdlido al formar microfluidos en una superficie del soporte a través del cual
fluyen reactivos apropiados o en el que se colocan reactivos apropiados. Los métodos de depositado para preparar
oligonucledtidos en un soporte solido implican la administracion de reactivos en cantidades relativamente pequenas
al depositarlos directamente en las regiones seleccionadas. En algunas etapas, se puede pulverizar toda la
superficie de soporte o de otro modo recubrirse con una solucién, si es mas eficiente hacerlo de ese modo. Se
pueden depositar gota a gota alicuotas medidas de manera precisa mediante un dispensador que se desplaza de
region en region. Se describen métodos basados en pernos, para la sintesis de oligonucle6tidos en un soporte
sélido, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5.288.514. Los métodos basados en pernos, utilizan un
soporte que tiene una pluralidad de pernos u otras extensiones. Los pernos se insertan cada uno de manera
simultéanea en recipientes de reactivos individuales en una bandeja. Se utiliza de forma habitual una matriz de 96
pernos con una bandeja de 96 recipientes tales como una placa de microtitulacién de 96 pocillos. Cada bandeja se
rellena con un reactivo particular para acoplar una reaccién quimica particular en un perno individual. Por
consiguiente, las bandejas contendran a menudo reactivos diferentes. Puesto que se han optimizado las reacciones
quimicas de tal manera que cada una de las reacciones puede realizarse en un conjunto relativamente similar de
condiciones de reaccidn, es posible llevar a cabo etapas multiples de acoplamiento quimico de manera simultanea.

En otra realizacion, se puede sintetizar o inmovilizar una pluralidad de oligonucleétidos en soportes multiples. Un
ejemplo es un método de sintesis basado en perlas que se describe, por ejemplo, en las Patentes de Estados
Unidos N° 5.770.358; 5.639.603; y 5.541.061. Para la sintesis de moléculas tales como oligonucleétidos en perlas,
se suspende una gran pluralidad de perlas en un portador adecuado (tal como agua) en un recipiente. Las perlas se
proporcionan con moléculas opcionales separadas que tienen un sitio activo en el que se compleja, opcionalmente,
un grupo protector. En cada etapa de la sintesis, las perlas se dividen para acoplarse a una pluralidad de
recipientes. Tras desproteger las cadenas oligonucleétidas emergentes, se afiade una solucion monémera diferente
a cada recipiente, de modo que en todas las perlas en un recipiente dado, se produzca la misma reaccion de adicion
de nucleétidos. Las perlas se lavan después con reactivos en exceso, se agrupan en un Unico recipiente, se mezclan
y se vuelven a distribuir en otra pluralidad de recipientes en preparacion para la siguiente ronda de sintesis. Cabe
sefalar que en virtud del gran nimero de perlas utilizadas al comienzo, habra de forma similar un gran nimero de
perlas dispersas al azar en el recipiente, teniendo cada una, una secuencia Unica oligonucledtida sintetizada en su
superficie tras numerosas rondas de adicion de bases al azar. Una perla individual puede etiquetarse con una
secuencia que es Unica al oligonucleoétido bicatenario en el mismo, para permitir la identificacion durante su uso.

Las secuencias oligonucleétidas y/o polinucleétidas presintetizadas pueden unirse a un soporte o sintetizarse in situ
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utilizando métodos dirigidos por haz de luz, métodos microfluidicos y depositados, métodos de inyeccién de tinta,
métodos basados en pernos, y métodos basados en perlas expuestos en las siguientes referencias: McGall et al.
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:13555; Synthetic DNA Arrays In Genetic Engineering, Vol. 20:111, Plenum
Press (1998); Duggan et al. (1999) Nat. Genet. S21:10; Microarrays: Making Them and Using Them In Microarray
Bioinformatics, Cambridge University Press, 2003; Publicacién de la Solicitud de la Patente de Estados Unidos N°
2003/0068633 y 2002/0081582; Patente de Estados Unidos N? 6.833.450, 6.830.890, 6.824.866, 6.800.439,
6.375.903 y 5.700.637; y las Publicaciones PCT N® WO 04/031399, WO 04/031351, WO 04/029586, WO 03/100012,
WO 03/066212, WO 03/065038, WO 03/064699, WO 03/064027, WO 03/064026, WO 03/046223, WO 03/040410 y
WO 02/24597. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos presintetizados se unen a un soporte o se sintetizan
utilizando una metodologia de depositado en la que las soluciones mondémeras se depositan gota a gota por un
dispensador que se desplaza de regién en regién (por ejemplo, inyeccidon de tinta). En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos se depositan en un soporte utilizando, por ejemplo, un dispensador accionado por una onda
mecanica.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para producir polinucleétidos diana que tienen una secuencia
predefinida en un soporte sélido. Los polinucleétidos sintéticos tienen al menos 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40,
50, 75, 0 100 kilobases (kb), o 1 megabase (mb), o0 mas largos. En algunos aspectos, la divulgacion se refiere a un
método para la produccion de polinucleétidos de alta fidelidad. En realizaciones ejemplares, una composicién de
polinucleétidos sintéticos contiene al menos aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o0 mas, copias que estan libres de errores (por ejemplo, con
una secuencia que no se desvia de una secuencia predeterminada). El porcentaje de copias libres de errores esta
basado en el nimero de copias libres de errores en la composicién en comparacién con el nimero total de copias de
polinucleétidos en la composicién que se pretende que tenga la secuencia correcta, por ejemplo, predefinida o
predeterminada.

En algunas realizaciones, la secuencia diana del acido nucleico puede obtenerse en una Unica etapa mezclando
todos los oligonucleétidos de solapamiento necesarios para formar el constructo polinucleétido que tiene la
secuencia predefinida. Alternativamente, se puede realizar una serie de reacciones de ensamblaje en paralelo o en
serie, de tal manera que los constructos polinucleétidos mas grandes se ensamblan a partir de series de reacciones
separadas de ensamblaje.

La divulgacion se refiere al disefio de oligonucleétidos para el ensamblaje de polinucleétidos de alta fidelidad. La
divulgaciéon puede ser util para aumentar la tasa de rendimiento de un procedimiento de ensamblaje de &cido
nucleico y/o reducir el nimero de etapas o cantidades de reactivo utilizados para generar correctamente una
secuencia de acido nucleico ensamblado. En algunas realizaciones, los aspectos de la invencién pueden ser Utiles
en el contexto del ensamblaje de acido nucleico automatizado para reducir el tiempo, el nimero de etapas, la
cantidad de reactivo, y otros factores requeridos para el ensamblaje de cada secuencia correcta de acido nucleico.
Por consiguiente, estos y otros aspectos de la invencion pueden ser Utiles para reducir el costo y el tiempo de uno o
mas procedimientos de ensamblaje de acido nucleico.

Algunos aspectos de la invencion se refieren a un proceso de ensamblaje de polinucleédtidos en el que los
oligonucledtidos sintéticos se disefian y se utilizan como plantillas para las reacciones de extension del cebador,
sintesis de oligonucle6tidos complementarios y para ensamblar polinucleétidos en constructos polinucledtidos mas
largos. En algunas realizaciones, el método incluye sintetizar una pluralidad de oligonucleétidos o polinucleétidos en
una reaccién de extensiéon de la cadena utilizando una primera pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios como
plantillas. Como se ha sefialado previamente, los oligonucleétidos pueden sintetizarse en primer lugar en una
pluralidad de caracteristicas discretas de la superficie, o pueden depositarse en la pluralidad de caracteristicas del
soporte. El soporte puede comprender al menos 100, al menos 1000, al menos 10, al menos 10°, al menos 10°, al
menos 107, al menos 108 caracteristicas. En una realizacion preferente, los oligonucledtidos se inmovilizan en una
superficie sélida. En una realizacion preferente, cada caracteristica de la superficie s6lida comprende una densidad
elevada de oligonucledtidos que tiene una secuencia predeterminada diferente (por ejemplo, aproximadamente 10°-
10® moléculas por caracteristica).

En algunas realizaciones, las pluralidades de diferentes oligonucle6tidos monocatenarios se inmovilizan en
diferentes caracteristicas de un soporte soélido. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos unidos al soporte
pueden unirse a través de su extremo 5'. En una realizacion preferente, los oligonucleétidos unidos al soporte se
unen a través de su extremo 3. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos unidos al soporte pueden
inmovilizarse en el soporte mediante una secuencia (por ejemplo, deteriorando la secuencia de unién), enlazador o
separador nucleétido (por ejemplo, enlazador de fotoescision o enlazador quimico). Cabe sefialar que por extremo
3, significa la secuencia corriente abajo en el extremo 5'y por extremo 5' significa la secuencia corriente arriba en el
extremo 3'. Por ejemplo, un oligonucleétido puede inmovilizarse en el soporte mediante una secuencia, enlazador o
separador nucleétido que no se implica en la hibridacion. La secuencia del extremo 3' del oligonucleétido unido al
soporte se refiere entonces a una secuencia corriente arriba en el enlazador o separador.

En algunas realizaciones, los oligonucleétidos pueden disefiarse para tener una secuencia que es idéntica o
complementaria a una parte diferente de la secuencia de un polinucleétido diana predeterminado que se va a
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ensamblar. Por consiguiente, en algunas realizaciones, cada oligonucleétido puede tener una secuencia que es
idéntica o complementaria a una parte de una o dos hebras de un &cido nucleico diana bicatenario. Como se utiliza
en el presente documento, el término "complementario" se refiere a la capacidad para precisar el emparejamiento
entre dos nucleétidos. Por ejemplo, si un nucleétido en una posicién dada de un acido nucleico es capaz de unirse al
hidrégeno con un nucleétido de un acido nucleico, entonces los acidos nucleicos se consideran complementarios
entre si en esa posicion. La complementariedad entre dos moléculas de acido nucleico monocatenario puede ser
"parcial”, en la que sélo se unen algunos de los nucleétidos, o puede ser completa cuando la complementariedad
total exista entre las moléculas monocatenarias.

En algunas realizaciones, la pluralidad de oligonucleé6tidos de construccién se disefia de tal modo que cada
pluralidad de oligonucleétidos de construccién comprende una regiéon de secuencia en su extremo 5' que es
complementaria a una region de secuencia del extremo 5' de otro oligonucleétido de construccién y una region de
secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una regidon de secuencia en su extremo 3' de un
oligonucledtido de construccion diferente. Como se utiliza en el presente documento, un oligonucleétido de
"construccion" se refiere a uno de la pluralidad o poblacion de oligonucle6tidos monocatenarios utilizados para el
ensamblaje del polinucleétido. La pluralidad de oligonucledtidos de construccion comprende oligonucleétidos para
hebras tanto sentido como antisentido del polinucleétido diana. Los oligonucleétidos de construcciéon pueden tener
cualquier longitud, designandose la longitud para acomodar un solapamiento o secuencia complementaria. Los
oligonucledtidos de construccion pueden tener idéntico tamafno o tamanos diferentes. En realizaciones preferentes,
los oligonucleétidos de construccion abarcan la secuencia completa del polinucleétido diana sin espacios. En otras
realizaciones, los oligonucledtidos de construccién se solapan parcialmente dando lugar a espacios entre los
oligonucledtidos de construccién cuando se hibridan entre si. Preferentemente, el grupo o poblacion de
oligonucledtidos de construccién comprende oligonucledtidos de construccién que tienen secuencias de
solapamiento de modo que los oligonucledtidos de construccion pueden hibridarse entre si en condiciones de
hibridacion apropiadas. Se apreciaria que cada construccion interna de oligonucleétidos se hibridara en dos
oligonucledtidos de construccion diferentes mientras que los oligonucledtidos de construccién en su extremo 5' y/o 3'
se hibridaran cada uno en un diferente(s) (o el(los) mismo(s)) oligonucleétido(s) interno(s). La hibridacion y el
ligamiento de oligonucleétidos de construcciéon de solapamiento daran lugar por tanto a un polinucleétido diana que
tiene un saliente 3' y/o 5'. En otras realizaciones, el polinucleétido diana resultante puede comprender un extremo
romo en su extremo terminal 5' y/o 3'.En algunas realizaciones, si el polinucleétido diana se ensambla a partir de
oligonucledtidos de construccién N, se disefian 1 a pluralidades N de diferentes oligonucleétidos monocatenarios
unidos al soporte de tal manera que la primera pluralidad de oligonucledtidos de construccién comprende en su
extremo 5' una region de secuencia que es complementaria a una regiéon de secuencia en el extremo 5' de un
oligonucledtido de anclaje y en la que una pluralidad N de oligonucleétidos de construccién comprende en su
extremo 3' una regi6on de secuencia que es complementaria al extremo 3' de una regi6on de secuencia del
oligonucleétido de construccion (N-1). En algunas realizaciones, la primera pluralidad de oligonucleétidos tiene un
extremo 5' que es complementario al extremo 5' de un oligonucle6tido monocatenario de anclaje unido al soporte.
Como se utiliza en el presente documento, el oligonucleétido de anclaje se refiere a un oligonucleétido disefiado que
se va a complementar en al menos una parte del polinucleétido diana y puede inmovilizarse en el soporte. En una
realizacién ejemplar, el oligonucleétido de anclaje tiene una secuencia complementaria al extremo 5' del
polinucleétido diana y puede inmovilizarse en el soporte.

Debe tenerse en cuenta que los oligonucleodtidos diferentes pueden disefiarse para tener longitudes diferentes con
regiones de secuencias de solapamiento. Las regiones de secuencia de solapamiento pueden ser idénticas (es
decir, correspondiente a la misma hebra del fragmento del &cido nucleico) o complementaria (es decir,
correspondiente a hebras complementarias del fragmento de acido nucleico). Las secuencias de solapamiento
pueden tener cualquier longitud. Las secuencias de solapamiento pueden tener entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 500 nucledtidos de longitud (por ejemplo, entre aproximadamente 10 y 100, entre
aproximadamente 10 y 75, entre aproximadamente 10 y 50, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, etc.
nucleétidos de longitud). Sin embargo, pueden utilizarse longitudes de solapamiento mas cortas, mas largas o
intermedias. Debe tenerse en cuenta que los solapamientos (regiones 5' 0 3') entre diferentes acidos nucleicos de
entrada utilizados en una reaccién de ensamblaje pueden tener diferentes longitudes. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos unidos al soporte de anclaje (o inmovilizados) incluyen regiones de secuencia que tienen regiones
de solapamiento para ayudar en el ensamblaje de una secuencia de acido nucleico predeterminado. En una
realizacién preferente, los oligonucleétidos de anclaje incluyen regiones de secuencia que tienen regiones
complementarias para hibridarse en un oligonucleétido diferente o en un polinucleétido (tal como, por ejemplo, un
producto de subensamblaje). Las regiones complementarias se refieren a una regién de secuencia en un extremo 3'
o un extremo 5' del oligonucledtido de plantilla inmovilizado (por ejemplo, oligonucledtido de plantilla). En una
realizacién preferente, la regién complementaria se localiza en el extremo 5' de los oligonucleétidos de anclaje. Las
regiones complementarias se refieren a un extremo 3' o una regiéon 5' de un primer oligonucleétido o polinucleétido
que es capaz de hibridarse en un extremo 5' o extremo 3' de un segundo oligonucleétido o polinucleétido.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos se ensamblan utilizando técnicas de ensamblaje basadas en una

ligasa, en las que los oligonucleétidos se disefian para proporcionar hebras sentido (hebra positiva) y antisentido (o
hebra negativa) de longitud completa del constructo del polinucleétido diana. Después de la hibridacién de los
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oligonucledtidos sentido y antisentido, los oligonucleétidos en cada hebra se someten a ligamiento para formar el
constructo del polinucleétido diana o un producto de subensamblaje. La referencia se realiza en la Patente de
Estados Unidos N? 5.942.609. Las técnicas de ensamblaje basadas en ligasa pueden implicar una 0 mas enzimas
ligasas adecuadas que pueden catalizar el enlace covalente de los extremos terminales de &cido nucleico 3' y 5'
adyacentes (por ejemplo un fosfato 5' y un hidroxilo 3' de acido(s) nucleico(s) hibridado(s) en un acido nucleico de
plantilla complementario, de manera que el extremo terminal 3' es adyacente de manera inmediata al extremo
terminal 5'). Por consiguiente, una ligasa puede catalizar una reaccién de ligamiento entre el fosfato 5' de un primer
acido nucleico al hidroxilo 3' de un segundo &cido nucleico si el primer y el segundo &cido nucleico se hibridan uno
junto al otro en un &cido nucleico de plantilla. Una ligasa puede obtenerse a partir de fuentes recombinantes o
naturales. Una ligasa puede ser una ligasa estable al calor. En algunas realizaciones, puede utilizarse una ligasa
termoestable a partir de un organismo terméfilo. Los ejemplos de ADN ligasas termoestables incluyen, pero no se
limitan a: ADN ligasa Tth (de Thermus thermophilus, disponible en, por ejemplo, Eurogentec y GeneCraft); ADN
ligasa Pfu (una ligasa hiperterméfila de Pyrococcus furiosus); ligasa Taq (de Thermus aquaticus), Ampliligase®
(disponible en Epicenter Biotechnologies), cualquier otra ligasa estable al calor adecuada, o cualquier combinacion
de las mismas. En algunas realizaciones, pueden utilizarse una o mas ligasas de temperatura mas baja (por
ejemplo, ADN ligasa T4). Una ligasa de temperatura mas baja puede ser Util para salientes mas cortos (por ejemplo,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, o aproximadamente 6 salientes) que pueden no ser
estables a temperaturas mas altas.

Las técnicas no enzimaticas pueden utilizarse para ligar acidos nucleicos. Por ejemplo, un extremo 5' (por ejemplo,
el grupo fosfato 5') y un extremo 3' (por ejemplo, el hidroxilo 3') de uno o mas acidos nucleicos que pueden unirse de
manera covalente entre si sin utilizar enzimas (por ejemplo, sin utilizar una ligasa). En algunas realizaciones, las
técnicas no enzimaticas pueden ofrecer ciertas ventajas sobre los ligamientos basados en enzimas. Por ejemplo, las
técnicas no enzimaticas tienen una mayor tolerancia de analogos nucleétidos no naturales en sustratos de &cido
nucleico, pueden utilizarse para ligar sustratos de acido nucleico cortos, pueden utilizarse para ligar sustratos de
ARN, y/o pueden ser méas baratas y/o mas adecuadas para ciertas aplicaciones automatizadas (por ejemplo, altos
rendimientos).

El ligamiento no enzimatico puede implicar un ligamiento quimico. En algunas realizaciones, los extremos terminales
de acido nucleico de dos o mas acidos nucleicos diferentes pueden ligarse quimicamente. En algunas realizaciones,
los extremos terminales de acido nucleico de un Unico acido nucleico pueden ligarse quimicamente (por ejemplo,
para circularizar el &cido nucleico). Debe tenerse en cuenta que ambas hebras de un primer terminal de acido
nucleico bicatenario pueden ligarse quimicamente a ambas hebras en un segundo terminal de acido nucleico
bicatenario. Sin embargo, en algunas realizaciones sélo puede ligarse quimicamente una hebra de un primer
terminal de acido nucleico a una Unica hebra de un segundo terminal de acido nucleico. Por ejemplo, el extremo 5'
de una hebra de un primer terminal de acido nucleico puede ligarse al extremo 3' de una hebra de un segundo
terminal de &cido nucleico sin que los extremos de las hebras complementarias se liguen quimicamente.

Por consiguiente, puede utilizarse una ligamiento quimico para formar un enlace covalente entre un extremo terminal
5' de un primer extremo de acido nucleico y un extremo terminal 3' de un segundo extremo de &cido nucleico, en el
que el primer y segundo extremo de acido nucleico pueden ser extremos de un Unico acido nucleico o extremos de
acidos nucleicos separados. En un aspecto, el ligamiento quimico puede implicar al menos un sustrato de acido
nucleico que tiene un extremo modificado (por ejemplo, extremos terminales 5' y/o 3' modificados) que incluyen uno
0 mas restos reactivos quimicamente que facilitan o favorecen la formacion del enlace. En algunas realizaciones, el
ligamiento quimico se produce cuando uno 0 mas extremos terminales de acido nucleico se agrupan (por ejemplo,
cuando los terminales se agrupan muy préximos debido a la hibridacién entre secuencias de acido nucleico
complementarias). Por consiguiente, la hibridacion entre salientes 3' 0 5' complementarios (por ejemplo, los salientes
generados por la escision de la enzima de restriccion de un acido nucleico bicatenario) o entre cualquier
combinacion de acidos nucleicos complementarios que dan lugar a un extremo terminal 3' que se agrupa muy
préximo con un extremo terminal 5' (por ejemplo, los extremos terminales 3' y 5' son adyacentes entre si cuando los
acidos nucleicos se hibridan a un acido nucleico de plantilla complementario) puede favorecer un ligamiento quimico
dirigido a la plantilla. Los ejemplos de reacciones quimicas pueden incluir, pero no se limitan a, condiciones de
condensacion, reduccion, y/o ligamiento fotoquimico. Debe tenerse en cuenta que en algunas realizaciones puede
utilizarse el ligamiento quimico para producir enlaces internucleétidos fosfodiéster de origen natural, enlaces
internucledtidos de pirofosfato de fosfamida de origen natural, y/u otros enlaces internucleétidos de origen no
natural.

En algunos aspectos de la invencion, los oligonucleédtidos se ensamblan por una extension de cadena de la
polimerasa. En algunas realizaciones, la primera etapa de reacciéon de extension utiliza un cebador. En algunas
realizaciones, los oligonucledtidos pueden comprender sitios de uniéon universal (comun a todos los
oligonucleétidos), semiuniversal (comun a al menos parte de los oligonucleétidos) o individual o cebador Unico
(especifico para cada oligonucleotido) en el extremo 5' o el extremo 3' 0 ambos extremos. Como se utiliza en el
presente documento, el término cebador "universal" o sitio de unién al cebador significa que una secuencia utilizada
para amplificar los oligonucleétidos es comuin a todos los oligonucleétidos de modo que todos los oligonucleétidos
de este tipo pueden amplificarse empleando un Unico conjunto de cebadores universales. En otras circunstancias,
un oligonucleétido contiene un sitio de unién al cebador Unico. Como se utiliza en el presente documento, el término
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"sitio de unién al cebador Unico" se refiere a un conjunto de secuencias de reconocimiento del cebador que amplifica
selectivamente un subconjunto de oligonucleétidos. En otras circunstancias, un oligonucleétido contiene tanto
secuencias de amplificacion universales como Unicas, que pueden utilizarse opcionalmente de manera secuencial.
En una primera etapa, un cebador se afiade y se hibrida a un oligonucleétido inmovilizado o unido al soporte. Por
ejemplo, el cebador puede hibridarse a un oligonucleétido de anclaje inmovilizado. En algunas realizaciones, el
cebador se disefia para complementarse a una secuencia de oligonucleétidos unidos al soporte o inmovilizados,
denominada como sitio de union al cebador. En la primera etapa, una solucion que comprende una polimerasa, al
menos un cebador y dNTPs, se afiade a una caracteristica del soporte sélido en condiciones que favorecen la
extensién del cebador. Por ejemplo, haciendo referencia a la Figura 1, se afiade un cebador (50) a una caracteristica
que comprende oligonucleétidos (1', 2, 3', y 4'). El cebador se hibrida al sitio de union al cebador de los
oligonucleétidos unidos al soporte y en condiciones que favorecen la extension del cebador, el cebador se extiende
en un oligonucleétido complementario (1, 2, 3, y 4) utilizando una secuencia de unién al soporte (1', 2', 3' 0 4') como
una plantilla.

En algunas realizaciones, puede utilizarse uracilo-ADN glicosilasa (UAG) para hidrolizar un enlace uracilo glicosidico
en un acido nucleico eliminando de este modo uracilo y creando un sitio basico sensible al alcali en el ADN que
puede hidrolizarse posteriormente por el tratamiento con endonucleasa, calor o alcali. Como resultado, una parte de
una hebra de un a&cido nucleico bicatenario puede eliminarse exponiendo de este modo la secuencia
complementaria en forma de un saliente monocatenario. Este enfoque requiere la incorporacion deliberada de una o
mas bases uracilas en una hebra de un fragmento de &cido nucleico bicatenario. Esto puede conseguirse, por
ejemplo, amplificando un fragmento de acido nucleico utilizando un cebador de amplificaciéon que contiene un uracilo
de extremo terminal 3'. En algunas realizaciones, el cebador es un cebador que contiene uracilo multiple (U). El
cebador se hibrida en primer lugar a un oligonucleétido monocatenario unido al soporte y se extiende con la adicién
de dNTPs y una polimerasa apropiada en condiciones y temperatura apropiadas. En una etapa posterior, se puede
eliminar el cebador. Después del tratamiento con UAG, puede eliminarse la region del cebador 5' en el uracilo (por
ejemplo, hasta diluirse, incubarse, exponerse a condiciones de desnaturalizacién leves, etc.) exponiendo de este
modo la secuencia complementaria como un saliente monocatenario. Debe tenerse en cuenta que la longitud del
saliente puede determinarse por la posicion del uracilo en el cebador de amplificacién y por la longitud del cebador
de amplificacién. En algunas realizaciones, se utiliza una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN
glicosilasa-liasa endonucleasa VIII, tal como USER™ (reactivo de escision especifica en uracilo, New England
Biolabs). UAG cataliza la escision de una base de uracilo, formando un sitio abasico mientras deja intacto el
segmento principal fosfodiéster. La actividad liasa de la endonucleasa VIl rompe el segmento principal fosfodiéster
en los laterales 3'y 5' del sitio abasico de modo que se libera la desoxirribosa libre de base. En etapas posteriores,
se puede eliminar el cebador.

Se debe tener en cuenta que las reacciones de extension pueden tener lugar en un volumen Unico que abarca todas
las caracteristicas utilizadas que comprenden los oligonucleétidos unidos al soporte (1', 2', 3' y 4') o en cada etapa
puede tener lugar en un microvolumen individual localizado que contiene sélo la(s) regidén(es) de interés para
someterse a una etapa de extension especifica. En algunas realizaciones, la extension y/o reacciones de
ensamblaje se realizan en una microgota (véanse, la Solicitud PCT PCT/US2009/55267 y la Solicitud PCT
PCT/US2010/055298, cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad).

La extensién del cebador puede implicar una 0 mas enzimas polimerasas adecuadas que pueden catalizar una
extensién basada en plantilla de un acido nucleico en una direccién 5' a 3' en presencia de nucleétidos adecuados y
una plantilla hibridada. Una polimerasa puede ser termoestable. Puede obtenerse una polimerasa a partir de fuentes
recombinantes o naturales. En algunas realizaciones, puede utilizarse una polimerasa termoestable de un organismo
termofilo. En algunas realizaciones, una polimerasa puede incluir una actividad de correccién/exonucleasa 3'—5'. En
algunas realizaciones, una polimerasa puede tener ninguna o poca actividad de correccion (por ejemplo, una
polimerasa puede ser una variante recombinante de una polimerasa natural que se ha modificado para reducir su
actividad de correccion). Los ejemplos de ADN polimerasas termoestables, incluyen, pero no se limitan a: Tag (una
ADN polimerasa estable al calor de la bacteria Thermus aquaticus); Pfu (una ADN polimerasa terméfila con una
actividad de correccién/exonucleasa 3'-5' de Pyrococcus furiosus, disponible en por ejemplo Promega); ADN
polimerasa de VentR® y ADN polimerasa (exo-) VentRO (ADN polimerasas terméfilas con o sin actividad de
correccion/exonucleasa 3'—-5' de Thermococcus litoralis; también conocida como polimerasa Th); ADN polimerasa
de Deep VentR® y ADN polimerasa (exo-) de Deep VentR® (ADN polimerasas terméfilas con o sin actividad de
correccion/exonucleasa 3'->5' de especies Pyrococcus GB-D; disponible en New England Biolabs); KOD HiFi (una
ADN polimerasa KODI Thermococcus kodakaraensis recombinante con actividad de correccién/exonucleasa 3'—5',
disponible en Novagen,); BIOX-ACT (una mezcla de polimerasas que posee actividad de ADN polimerasa 5'-3' y
actividad de correccién 3'=5'); fragmento Klenow (un truncado en el extremo N-terminal de la ADN polimerasa | de
E. coli que retiene la actividad de la polimerasa, aunque ha perdido la actividad exonucleasa 5'—3', disponible en,
por ejemplo, Promega y NEB); Sequenase™ (polimerasa ADN de T7 deficiente en la actividad de la exonucleasa T-
5’); Phi29 (ADN polimerasa del bacteriéfago 29, puede utilizarse para la amplificacién por circulo rodante, por
ejemplo, en un kit de amplificacion de plantillas para la secuenciacion del ADN TempliPhi™, disponible en
Amersham Biosciences); TopoTaq (una polimerasa hibrida que combina dominios de unién al ADN hiperestables y
la actividad no relacionada al ADN de Methanopyrus topoisomerasa, sin actividad exonucleasa, disponible en
Fidelity Systems); TopoTaqg HiFi que incorpora un dominio de correccion con actividad exonucleasa; Phusion™ (una
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enzima de tipo Pyrococcus con un dominio que mejora la capacidad de procesamiento, disponible en New England
Biolabs); cualquier otra ADN polimerasa adecuada, o cualquier combinacion de dos o mas de las mismas. En
algunas realizaciones, la polimerasa puede ser una SDP (polimerasa con desplazamiento de la hebra), por ejemplo,
una SDPe es una SDP sin actividad exonucleasa). Esto permite la PCR isotérmica (extension isotérmica,
amplificacion isotérmica) a una temperatura uniforme. Como la polimerasa (por ejemplo, Phi29, Bst) viaja a través de
una plantilla, se desplaza la hebra complementaria (por ejemplo, creada en las reacciones de extensién previas).
Como los ADN desplazados son monocatenarios, los cebadores pueden unirse a una temperatura constante,
eliminando la necesidad de cualquier termociclado durante la amplificacion.

En algunas realizaciones, después de la extension o amplificacion, la polimerasa se puede desactivar para evitar la
interferencia con las etapas posteriores. Una etapa de calentamiento (por ejemplo, alta temperatura) puede
desnaturalizar y desactivar la mayoria de las enzimas que no son térmicamente estables. Las enzimas pueden
desactivarse en presencia o ausencia de liquido. La desactivacién por calor en un soporte seco puede tener la
ventaja de desactivar las enzimas sin ningln efecto perjudicial en los oligonucleétidos. En algunas realizaciones,
puede utilizarse una version estable no térmica de la PCR ADN polimerasa térmicamente estable, aunque la enzima
se optimiza menos para la tasa de error y velocidad. Alternativamente, puede utilizarse ATPd epoxi para inactivar la
enzima.

En una realizacién, se proporciona un soporte que comprende al menos una caracteristica que tiene una pluralidad
de oligonucledtidos monocatenarios unidos a la superficie. Cada pluralidad de oligonucleétidos se une a una
caracteristica discreta del soporte, y la secuencia predefinida de cada pluralidad de oligonucleétidos unidos a la
caracteristica es diferente de la secuencia predefinida de los oligonucleétidos unidos a una caracteristica diferente.
Al menos se sintetiza una pluralidad de oligonucleétidos en una reaccion de extension de la cadena en una primera
caracteristica del soporte mediante la sintesis dependiente de la plantilla. En algunas realizaciones, el soporte o
matriz completos que contienen las caracteristicas discretas se someten a termociclado, a condiciones de
temperatura de hibridacion, a condiciones de temperatura de fusién rigurosas, o condiciones de desnaturalizacién de
temperatura. Puede realizarse el calentamiento y enfriamiento del soporte en cualquier instrumento de ciclo térmico.
En otras realizaciones, se someten una o mas caracteristicas discretas a condiciones de temperatura especificas
(hibridacién, extension, lavado o fusion). El termociclado de las caracteristicas independientes seleccionadas
(separandose unas de otras) puede realizarse al calentar localmente al menos una caracteristica discreta. Las
caracteristicas discretas pueden calentarse localmente mediante cualquier medio conocido en la materia. Por
ejemplo, las caracteristicas discretas pueden calentarse localmente utilizando una fuente de laser de energia que
puede controlarse en una dimensién x-y precisa, modulando de este modo de forma individual la temperatura de una
gota. En otro ejemplo, puede utilizarse la combinacion de un laser de haz mas amplio con una mascara para irradiar
caracteristicas especificas. En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para controlar la temperatura en el
soporte de manera que las reacciones enzimaticas pueden tener lugar en un soporte (PCR, ligamiento o cualquier
otra reaccion sensible a la temperatura). En algunas realizaciones, se utiliza un laser de barrido para controlar el
termociclado en caracteristicas discretas en el soporte sélido. La longitud de onda utilizada puede seleccionarse
entre un amplio espectro (100 nm a 100000 nm, es decir, desde ultravioleta a infrarrojos). En algunas realizaciones,
las caracteristicas que comprenden los oligonucledtidos comprenden un dispositivo de absorcion dptico o indicador.
En algunas realizaciones, el soporte sélido se enfria mediante la circulacion de aire o liquido. La energia que se va a
depositar puede calcularse basandose en el comportamiento de absorbancia. En algunas realizaciones, la
temperatura de la gota puede modelarse utilizando termodinamica. La temperatura puede medirse mediante una
LCD similar al material o a cualquier otra tecnologia in situ. En otra realizacion, el soporte completo puede calentarse
y enfriarse para permitir que tengan lugar las reacciones enzimaticas u otras reacciones sensibles a la temperatura.
En algunas realizaciones, puede dirigirse una fuente de energia mediante una configuracion de barrido para
depositar la energia en diversos lugares en la superficie del soporte sélido que comprende moléculas unidas al
soporte. Se puede afadir el material absorbente optico en la superficie del soporte sélido. Puede utilizarse una
fuente de energia 6ptica, tal como una lampara de alta intensidad, laser, u otra fuente de energia electromagnética
(incluyendo microondas). La temperatura de los diferentes sitios de reaccién puede controlarse de forma
independiente mediante el control de la energia depositada en cada una de las caracteristicas.

Por ejemplo, puede utilizarse un dispositivo digital de microespejos (DMD) para controlar la temperatura. DMD es un
modulador 6ptico espacial microfabricado. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 7.498.176. En
algunas realizaciones, puede utilizarse un DMD para calentar exactamente manchas o gotas seleccionadas en el
soporte soélido. El DMD puede ser un chip que tiene en su superficie, por ejemplo, varios cientos de miles hasta
varios millones de espejos microscopicos dispuestos en una matriz que se corresponden a las manchas o gotas que
se van a calentar. Los espejos pueden rotarse de forma individual (por ejemplo, £ 10-12 ¢), a un estado activo o
inactivo. En el estado activo, la luz de una fuente de luz (por ejemplo, una bombilla) se refleja en el soporte sélido
para calentar las manchas o gotas seleccionadas. En el estado inactivo, la luz se dirige a otra parte (por ejemplo, en
un disipador de calor). En algunas realizaciones, la matriz puede ser una matriz rectangular. En un ejemplo, el DMD
puede consistir en una matriz de 1024X768 de microespejos anchos de 16 uM. En otro ejemplo, el DMD puede
consistir en una matriz de 1920X1080 de microespejos anchos de 10 uM. También son posibles otras disposiciones
de tamanos de matriz y anchuras de microespejos. Estos espejos pueden ser direccionables individualmente y se
pueden utilizar para crear cualquier patron o disposicién dados al calentar diferentes manchas en el soporte sélido.
Las manchas también pueden calentarse a diferentes temperaturas, por ejemplo, proporcionando diferentes
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longitudes de onda para manchas individuales, y/o controlando el tiempo de irradiacion. En algunas realizaciones, el
DMD puede dirigir la luz a las manchas seleccionadas y utilizarse para identificar, seleccionar, fusionar, y/o escindir
cualquier oligonucleétido de eleccion.

La Figura 1 muestra un método ejemplar para preparar el polinucleétido que tiene una secuencia predeterminada en
un sustrato o soporte solido. En algunas realizaciones, los polinucleétidos pueden ensamblarse para sintetizar la
secuencia de &cido nucleico final (por ejemplo, acido nucleico diana). Haciendo referencia a la Figura 1(a), se
muestra una matriz de acido nucleico 10 que posee una disposicidn de caracteristicas 20 en la que cada
caracteristica comprende una pluralidad de oligonucle6tidos monocatenarios unidos al soporte 30. Preferentemente,
los oligonucledtidos unidos al soporte se unen a través de su extremo 3. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos monocatenarios unidos al soporte tienen aproximadamente 20 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 40 nucleétidos de longitud, aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, aproximadamente 60
nucleétidos de longitud, aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, aproximadamente 80 nucleétidos de longitud,
aproximadamente 100 nucleétidos de longitud o mas. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos 30 comprenden
ademas un sitio de cebado universal en el extremo 3' (por ejemplo, sitio de unién al cebador de 15 bases en el
extremo 3) y una secuencia complementaria a un oligonucleétido de construccion (denominado también como
componente basico, y designado como 1', 2, 3' etc.). En algunas realizaciones, los oligonucleétidos de construccion
son contiguos entre si y juntos componen o abarcan la secuencia del polinucleétido diana. En realizaciones
preferentes, los oligonucleétidos de construccién abarcan la secuencia completa del polinucleétido diana sin
espacios. En otras realizaciones, los oligonucleétidos de construccién se solapan parcialmente dando lugar a
espacios entre los oligonucledtidos de construccién cuando se hibridan entre si. Haciendo referencia a la Figura 1, el
polinucleétido diana se ensambla a partir de una poblacién de oligonucleétidos de construccidn, los oligonucleétidos
de construccion pares representan una hebra del polinucleétido diana bicatenario (por ejemplo, hebra positiva) y los
nameros impares representan una hebra complementaria del polinucleétido diana bicatenario (por ejemplo, hebra
negativa). Preferentemente, el grupo de oligonucledtidos de construccion comprende oligonucleétidos de
construccion que tienen secuencias de solapamiento de modo que los oligonucledtidos de construccién pueden
hibridarse entre si en condiciones de hibridacion apropiadas. Se apreciaria que cada oligonucleétido de construccion
interna se hibridara en dos oligonucledtidos de construccion diferentes, mientras que los oligonuclettidos de
construccion en el extremo terminal 5' y/o 3' se hibridaran cada uno a un diferente(s) (o el mismo) oligonucleétido(s)
interno (s). Por lo tanto, la hibridacién de los oligonucleétidos de construccién de solapamiento dara lugar a un
polinucleétido diana que tiene un saliente 3' y/o 5'. En algunas realizaciones, el polinucleétido diana resultante puede
comprender un extremo romo en su extremo terminal 5' y/o 3'. Los oligonucleétidos de construccion pueden ligarse
posteriormente para formar un constructo de &cido nucleico bicatenario unido covalentemente (Figura 1 (d))
utilizando técnicas de ensamblaje de ligamiento conocidas en la materia.

Haciendo referencia a la Figura 1(b), al menos una caracteristica en el soporte 10 que comprende los
oligonucleotidos unidos al soporte se incuba con un cebador 50. En una primera etapa, el cebador se hibrida en
primer lugar con el oligonucle6tido monocatenario inmovilizado y se extiende en presencia de polimerasa y dNTPs
apropiados, en condiciones de extension apropiadas, para formar oligonucleétidos de construccion 60 (denominados
como 1, 2, 3, 4) que son complementarios a los oligonucleétidos unidos al soporte (1', 2' 3', 4'). En algunas
realizaciones, el cebador es un cebador que contiene uracilo multiple (U). En una etapa posterior, se elimina el
cebador. Preferentemente, se afade una endonucleasa USER™ para digerir el cebador. La digestion de los
cebadores puede tener lugar posteriormente en la etapa de extensién, generando de este modo un hibrido que
comprende los oligonucle6tidos de construccién hibridados en los oligonucleétidos unidos al soporte (por ejemplo, 1-
1', 2-2' etc.). En otras realizaciones, la digestion de los cebadores se produce en solucién después de la liberacion
de los oligonucleétidos de construccion en la solucién (Figura 1c).

En una segunda etapa (Figura 1c), los productos de extensién recién sintetizados (oligonucleétidos de construccion
65: 1, 2, 3, y/o 4) se fusionan y se liberan del soporte 10. La disociacion se puede realizar en paralelo o
secuencialmente. Los oligonucleétidos de construccion pueden liberarse en solucion. En una realizacion, la solucién
es un tampén que comprende 10 mM de Tris, 50 mM de cloruro de sodio, y 1 mM de EDTA. Se puede realizar la
fusién de los duplexos aumentando la temperatura, por ejemplo, en la ubicacion especifica en la matriz, a una
temperatura de fusién (por ejemplo, 95 °C). Alternativamente, el hibrido puede disociarse afiadiendo una enzima
capaz de separar los acidos nucleicos bicatenarios. La enzima helicasa puede afadirse en una ubicacién especifica
en la matriz. Las enzimas helicasa se conocen en la materia y han demostrado que desenrollan ADN a partir de una
estructura bicatenaria a una estructura monocatenaria. El producto de extension monocatenario se puede transferir a
un segundo soporte 15 que comprende una primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte de anclaje, la
primera pluralidad de secuencia oligonucleétida de anclaje comprende una secuencia parcialmente complementaria
a un primer producto de extension (por ejemplo, oligonucleétidos de construccion 1). Se deja hibridar el primer
producto de extensién en condiciones apropiadas a la primera pluralidad de oligonucleétidos de anclaje. Se dejaron
hibridar durante la misma reaccién o posterior, los otros productos de extensién (o oligonucleétidos de construccion
de solapamiento) en condiciones apropiadas a sus secuencias complementarias, formando de este modo una
secuencia polinucleétida mas larga.

Haciendo referencia a la Figura 1(d), los oligonucleétidos de construccion 65 pueden transferirse a una nueva
superficie 15 que comprende un oligonucledtido unido al soporte de anclaje 40 que tiene una secuencia

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 548 400 T3

complementaria al primer oligonucledtido de construccion (oligonucleétido de construccion 1). Los oligonucleétidos
de construccién adicionales (oligonucleétidos de construccion 2, 3, 4, etc.) se disefian para hibridarse entre si a
través de sus regiones de solapamiento, como se muestra, para formar un constructo de acido nucleico mas largo
70. En algunas realizaciones, el oligonucleétido unido al soporte de anclaje es preferentemente monocatenario. En
algunas realizaciones, el oligonucleétido unido al soporte de anclaje comprende un extremo terminal 5'
complementario al extremo terminal 5' de una primera pluralidad de oligonucleétidos. Los oligonucleétidos de
construccion adicionales que forman entre si la secuencia polinucledtida comprenden extremos terminales 3'
complementarios y se hibridan entre si. La adicion, Figura 1(d), muestra un ejemplo de oligonucleétidos que se ha
disefado para hibridarse entre si para ensamblarse en un constructo de polinucle6tido méas largo construido en el
oligonucledtido de anclaje 40. La ligasa 80 se introduce en la solucién para ligar cada uniéon formando de esta
manera un constructo polinucleétido mas largo covalentemente unido 90 como se muestra en la Figura 1(e). Si se
desea el Ultimo oligonucleétido en el ensamblaje (por ejemplo, oligonucleétido de construccion 4) puede marcarse
con un marcador fluorescente para indicar que ha tenido lugar una construccion de longitud completa.

En ciertas realizaciones ejemplares, puede utilizarse un marcador detectable para detectar uno o mas
oligonucledtidos o polinucleétidos descritos en el presente documento. Los ejemplos de marcadores detectables
incluyen diversos restos radiactivos, enzimas, grupos prostéticos, marcadores fluorescentes, marcadores
luminiscentes, marcadores bioluminiscentes, particulas de metal, pares de unién proteina-proteina, pares de union
proteina-anticuerpo y similares. Los ejemplos de proteinas fluorescentes incluyen, pero no se limitan a, la proteina
fluorescente amarilla (PFA), proteina verde fluorescente (PFV), proteina fluorescente cian (PFC), umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo,
ficoeritrina y similares. Los ejemplos de marcadores bioluminiscentes incluyen, pero no se limitan a, luciferasa (por
ejemplo, bacteriana, luciérnaga, elaterideo y similares), luciferina, aequorina y similares. Los ejemplos de sistemas
de enzima que tienen sefales detectables visualmente incluyen, pero no se limitan a, galactosidasas,
glucorimidasas, fosfatasas, peroxidasas, colinesterasas y similares. Los marcadores identificables también incluyen
compuestos radiactivos como 1251, 35S, 14C o 3H. Los marcadores identificables se disponen comercialmente a
partir de varias fuentes.

En algunas realizaciones, el soporte comprende un conjunto de caracteristicas que comprende oligonucleétidos
unidos al soporte, complementarios a los oligonucleétidos de construccion y al menos una caracteristica comprende
un oligonucleétido unido al soporte de anclaje. El oligonucleétido de anclaje es preferentemente monocatenario y
comprende una secuencia complementaria a una secuencia terminal del polinucleétido diana. Haciendo referencia a
la Figura 2(a), se muestra una matriz de oligonucleétidos 110 que es similar a la descrita en la Figura 1, excepto que
el soporte comprende, en la misma superficie, oligonucleétidos unidos al soporte 130, y oligonucleétidos de anclaje
unidos al soporte 140.

Haciendo referencia a la Figura 2(b), un cebador 150 se hibrida a los oligonucleé6tidos unidos al soporte 130 en
condiciones de hibridacién. En una primera etapa, el cebador se hibrida a un oligonucleétido monocatenario unido al
soporte y se extiende con la adicion de dNTPs y una polimerasa apropiada en condiciones y temperatura
apropiadas, para formar oligonucleétidos de construccion 160 (oligonucleétidos de construccién 1, 2, 3, 4), que son
complementarios a los oligonucleétidos unidos al soporte (1', 2' 3 ', 4'). En algunas realizaciones, el cebador es un
cebador que contiene uracilo multiple (U). En una etapa posterior, se elimina el cebador. Preferentemente, se afade
una endonucleasa USER™ para digerir el cebador. La digestion de los cebadores puede tener lugar posteriormente
en la etapa de extension, generando de este modo un hibrido que comprende los oligonucleétidos de construccion
hibridados a los oligonucleétidos unidos al soporte. En otras realizaciones, la digestién de los cebadores se produce
en solucién después de la liberacién de los oligonucleétidos de construccion en la solucion (165, Figura 2c).

En una segunda etapa (Figura 2c), los productos de extensién recién sintetizados (oligonucleétido de construccion 1,
2, 3, y/o 4) se fusionan y se liberan a partir de las caracteristicas (oligonucleétidos de construccion 165). La
disociacion de los oligonucleétidos de construccidon puede realizarse en paralelo o secuencialmente. Los
oligonucledtidos de construccién 165 pueden liberarse en solucion. Se puede realizar la fusién de los duplexos
aumentando la temperatura a una temperatura de fusiéon (por ejemplo, 95 °C). Alternativamente, los duplexos
pueden disociarse utilizando una enzima capaz de disociar los acidos nucleicos bicatenarios, tales como una
helicasa. Se deja hibridar el primer producto de extensién en condiciones apropiadas a la primera pluralidad de
oligonucleétidos de anclaje y se dejan hibridar los otros productos de extension (u oligonucledtidos de solapamiento)
en condiciones apropiadas a sus secuencias complementarias.

Haciendo referencia a la Figura 2(d), los oligonucledtidos de construccion (65) pueden hibridarse a un
oligonucledtido unido al soporte de anclaje 140 que tiene una secuencia complementaria al primer oligonucleétido de
construccion (oligonucleétido de construccion 1). Los oligonucle6tidos de construccion adicionales (2, 3, 4, etc.) se
disefian para hibridarse entre si a través de sus regiones de solapamiento, como se muestra en la Figura 2, para
formar un constructo de acido nucleico mas largo 170. En realizaciones preferentes, el oligonucleétido unido al
soporte de anclaje es monocatenario. En algunas realizaciones, el oligonucleétido unido al soporte de anclaje
comprende un extremo terminal 5 complementario al extremo terminal 5 de una primera pluralidad de
oligonucledtidos. Los oligonucle6tidos de construccion adicionales que forman entre si la secuencia polinucleétida
comprenden extremos terminales complementarios 3' y se hibridan entre si. La Figura 2(d), muestra un ejemplo de
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oligonucledtidos que se ha disefiado para hibridarse entre si para ensamblarse en un constructo de polinucleétidos
mas largos construido en el oligonucledtido de anclaje 140. La ligasa 180 se introduce en la solucion para ligar cada
unién formando de este modo un constructo polinucledtido mas largo covalentemente unido 190 como se muestra
en la Figura 2(e). Si se desea el ultimo oligonucleétido en el ensamblaje (por ejemplo, oligonucledtido de
construccion 4) puede marcarse con un marcador fluorescente para indicar que ha tenido lugar una construccion de
longitud completa.

Los aspectos de la divulgacion se refieren a la seleccion de polinucleétidos diana que tiene la secuencia predefinida
y/o a la eliminacion de productos de ensamblaje no deseados. Durante el ensamblaje de polinucleétidos a partir de
oligonucledtidos, se pueden ensamblar productos no deseados, tales como polinucleétidos de longitud parcial,
constructos truncados. Puede ser Util eliminar productos no deseados o polinucleétidos que no tienen la secuencia
y/o longitud correctas. En algunas realizaciones, uno o mas polinucleétidos ensamblados pueden secuenciarse para
determinar si contienen la secuencia predeterminada o no. Este procedimiento permite identificar fragmentos con la
secuencia correcta. En otras realizaciones, se pueden utilizar otras técnicas conocidas en la materia para eliminar el
error que contiene los fragmentos de acido nucleico.

Se proporcionan métodos para proteger selectivamente secuencias polinucleétidas diana de la digestién de
exonucleasa facilitando de este modo la eliminacion de los constructos indeseados. Se puede utilizar cualquier
variedad de nucleasas que preferentemente digieren acidos nucleicos monocatenarios. Las nucleasas adecuadas
incluyen, por ejemplo, una exonucleasa 3' especifica monocatenaria, una endonucleasa especifica monocatenaria,
una exonucleasa 5' especifica monocatenaria, y similares. En ciertas realizaciones, la nucleasa comprende
exonucleasa | de E. coli. En algunas realizaciones, la digestion de exonucleasa se realiza para digerir todas las
secuencias no bicatenarias. Los métodos de seleccion se ilustran en la Figura 3. En una realizacion, el método de
seleccién se aprovecha del saliente del extremo terminal 3' 0 5' del producto ensamblado por completo. Se apreciara
que la secuencia saliente monocatenaria (5 'o 3') del producto ensamblado por completo corresponda a la secuencia
del oligonucledtido terminal (por ejemplo, el oligonucleétido de construccion 4, como se representa en la Figura 3).
En productos no deseados, la secuencia del saliente 3' 0 5' monocatenaria tendra una secuencia diferente del
oligonucledtido terminal predefinido. Por ejemplo, como se representa en la Figura 3, los productos no deseados
tienen un saliente libre que tiene el oligonucleétido de construccién 2, o 3 en lugar del oligonucleétido de
construccion terminal 4. Como se utiliza en el presente documento, el término "oligonucleétido de construccion
terminal™ se refiere al oligonucleétido en la secuencia terminal del polinucleétido diana o saliente terminal. En
algunas realizaciones, el oligonucleétido terminal corresponde al saliente monocatenario 3' o 5' del polinucleétido
diana. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucledtido diana comprende al menos un primer
oligonucledtido, y un oligonucleétido de construccién terminal, en la que el oligonucleétido de terminal se encuentra
corriente abajo del primer oligonucledtido. En algunas realizaciones, el polinucleétido diana comprende un primer
oligonucledtido, un oligonucleétido terminal y al menos un oligonucleétido interno.

La Figura 3a-c ilustra el caso en el que se generan ensamblajes truncados o no deseados (72 y 74, Figura 3b), asi
como ensamblajes de longitud completa (70, Figura 3b). Para filtrar los ensamblajes no deseados, puede afnadirse
una estructura de horquilla de acido nucleico u oligonucleétidos tallo-bucle 200 al producto ensamblado. El
oligonucledtido tallo-bucle se disefia para hibridarse al saliente 5' 0 3' y ligarse a los dos oligonucle6tidos terminales
presentes en el producto de ensamblaje de longitud completa 70. Ademas, el oligonucledtido tallo-bucle se disefa
para no hibridarse o ligarse a los productos de truncamiento 72 y 74.

La estructura de tallo-bucle puede formarse mediante el disefio de los oligonucleétidos para tener secuencias
complementarias dentro de su secuencia monocatenaria mediante la cual los pliegues monocatenarios vuelven
sobre si mismos para formar un tallo bicatenario y un bucle monocatenario. Preferentemente, el dominio de tallo
bicatenario tiene al menos aproximadamente 2 pares de bases y el bucle monocatenario tiene al menos 3
nucleétidos. Preferentemente, el tallo comprende una regién monocatenaria de solapamiento (3' o 5'), es decir, el
tallo es un hibrido parcial. Por ejemplo, la longitud del saliente puede ser de aproximadamente 3 a aproximadamente
10, a aproximadamente 20, a aproximadamente 50, etc. nucleétidos. En una realizaciéon ejemplar, la longitud del
saliente del oligonucledtido tallo-bucle es complementaria al saliente monocatenario 5' o 3' del polinucleétido
ensamblado por completo o polinucleétido diana.

Haciendo referencia a la Figura 3d, el oligonucleétido tallo-bucle se liga con el polinucleétido de longitud completa
que tiene la secuencia predefinida. Haciendo referencia a la Figura 3e, la superficie de soporte se expone a una
exonucleasa tal como una nucleasa 3'. En realizaciones preferentes, el oligonucleétido tallo-bucle sirve para proteger
el saliente (saliente 3' 0 5') del constructo polinucleétido de longitud completa 70. Los constructos no deseados (por
ejemplo, constructos truncados), que no se hibridan/ligan a los oligonucle6tidos de tallo-bucle son susceptibles a la
digestion. Después de la etapa de digestion (Figura 3e), el oligonucledtido tallo-bucle puede escindirse en el
constructo de longitud completa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el oligonucleoétido tallo-bucle se disefa para
comprender un sitio de restriccion tipo 1l en la estructura del tallo del oligonucleétido tallo-bucle y el oligonucleétido
tallo-bucle se escinde en la enzima de restriccién del constructo de &cido nucleico (por ejemplo enzima de restriccion
tipo Il). En otras realizaciones, el oligonucleétido tallo-bucle se disefia para comprender al menos un uracilo y el
oligonucledtido tallo-bucle se escinde en el constructo de &cido nucleico utilizando una mezcla de uracilo-DNA
glicosilasa (UDG) y una ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII o una enzima USER™. En algunas realizaciones, el
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polinucleétido de longitud completa puede escindirse en la superficie. En algunas realizaciones, los sitios de
restriccion necesarios pueden incluirse especificamente en el disefio de la primera pluralidad de oligonucleétido y/o
en el disefio de los oligonucleétidos de anclaje. En algunas realizaciones, el sitio de restriccién es un sitio de
restriccion tipo 1. En algunas realizaciones, el constructo de longitud completa puede amplificarse posteriormente.

En algunas realizaciones, la region 3' del oligonucleétido de anclaje comprende un sitio de enzima de restriccion. En
algunas realizaciones, los sitios de unién a cebadores/cebador pueden disefnarse para incluir un sitio de escision de
endonucleasa de restriccion. En una realizacion ejemplar, un sitio de unién al cebador/cebadores contiene un sitio
de unién y/o escisiéon para una endonucleasa de restriccion tipo lls. Una amplia variedad de endonucleasas de
restriccion que tienen sitios de unién y/o escision especificos se dispone comercialmente, por ejemplo, en New
England Biolabs (Beverly, Mass.). En diversas realizaciones, se pueden utilizar endonucleasas de restriccién que
producen salientes 3', salientes 5' o extremos romos. Cuando se utiliza una endonucleasa de restriccion que
produce un saliente, puede utilizarse una exonucleasa para producir extremos romos (por ejemplo, RecJs,
exonucleasa |, exonucleasa T, nucleasa Si, nucleasa P4, nucleasa de frijol de oro, ADN polimerasa T4, nucleasa
CEL | etc.). Alternativamente, los extremos adherentes formados por la endonucleasa de restriccion especifica
pueden utilizarse para facilitar el ensamblaje de los subensamblajes en una disposicién deseada. En una realizacion
ejemplar, un sitio de unién al cebador/cebadores que contiene un sitio de unién y/o escisién para una endonucleasa
de restriccion tipo lls puede utilizarse para eliminar el cebador temporal. El término "endonucleasa de restriccion tipo
lIs" se refiere a una endonucleasa de restriccion que tiene una secuencia de reconocimiento no palindrémica y un
sitio de escision que se produce fuera del sitio de reconocimiento (por ejemplo, de 0 a aproximadamente 20
nucleétidos distales al sitio de reconocimiento). Las endonucleasas de restriccion tipo lls pueden crear una muesca
en una molécula de acido nucleico bicatenario o pueden crear una fisura bicatenaria que produce extremos romos o
adherentes (por ejemplo, salientes, 5' 0 3'). Los ejemplos de endonucleasas tipo lls incluyen, por ejemplo, las
enzimas que producen un saliente 3', tales como, por ejemplo, Bsr I, Bsm |, BstF5 |, BsrD I, Bt I, Mnl I, BciV I, Hph |,
Mbo I, Eci |, Acu |, Bom |, Mme |, BSax |, Beg |, Bae |, Bfi |, TspDT |, TspGW |, Taq Il, Eco57 I, Eco57M |, Gsu | , Ppi
I'y Psr [; las enzimas que producen un saliente 5', tales como, por ejemplo, Bsma |, Ple |, Fau I, Sap I, BspM |, SfaN
I, Hga |, Bvb I, Fok I, BceA |, BsmF |, Ksp632 I, Eco31 |, Esp3 |, Aar [; y las enzimas que producen un extremo romo,
tales como, por ejemplo, Mly | y Btr I. Las endonucleasas tipo lls se disponen comercialmente y se conocen bien en
la materia (New England Biolabs, Beverly, Mass.).

En otras realizaciones, los sitios de unién al cebador y/o cebadores comprenden al menos uracilo y el cebador se
escinde utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa VIII o una
enzima USER™ segun lo dispuesto en t.

En otras realizaciones, la seleccién de polinucleétidos diana se aprovecha del tamafio o longitud del polinucleétido
diana deseado. La Figura 4 ilustra métodos para medir la longitud de un(os) constructo(s) de polinucleétidos en la
superficie de una matriz y para seleccionar constructo(s) de polinucleétidos de longitud completa. Preferentemente,
los métodos permiten la seleccién del constructo polinucleétido diana de longitud correcta de entre una distribucion
de longitudes de constructo de polinucleétido diferentes. Un experto en la materia apreciara que los procedimientos
quimicos de unién para los acidos nucleicos a superficies de vidrio normalmente den lugar a la molécula de &cidos
nucleicos en el espaciado molecular (d) que oscila de 1 a 15 nm, preferentemente de 2 a 8 nm, preferentemente de
5 a 7 nm. En algunas realizaciones, la distancia d es aproximadamente 6 nm. Haciendo referencia a la Figura 4b,
puede prepararse una superficie 215 que tiene una primera pluralidad de oligonucleétidos de anclaje 240 y una
segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje 242 inmovilizados en el soporte en la que la primera y segunda
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje tienen una secuencia predefinida diferente. En algunas realizaciones, la
primera y segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje se separa por una distancia predeterminada X. En
algunas realizaciones, la distancia X puede fijarse y controlarse mezclando nimeros iguales de primera y segunda
molécula de anclaje con una tercera secuencia de oligonucle6tido unido al soporte denominada como una secuencia
separadora de oligonucle6tido 245. En algunas realizaciones, la secuencia de oligonucleétido separadora se disefia
para que no tenga secuencias complementarias con los oligonucleétidos de construccion. En algunas realizaciones,
el oligonucleodtido separador es monocatenario. En otras realizaciones, el oligonucleétido separador es bicatenario.
En algunas realizaciones, la distancia X se fija utilizando la siguiente ecuacion:

X o d X (Ckeparadm] ! CI_ anclaje 1 + anclaje 2 ])

en la que d es la distancia entre dos moléculas de &cido nucleico, C[separador] es la concentracion del
oligonucledtido separador, C [anclaje1+anclaje2] es la concentracion de una mezcla de oligonucle6tido de anclaje 1
y oligonucleétido de anclaje 2.

Haciendo referencia a la Figura 4, los oligonucleotidos de construccion 265 se sintetizan mediante la extensién del
cebador utilizando oligonucleétidos unidos al soporte 230 como plantillas. En algunas realizaciones, un primer
oligonucleotido de anclaje unido al soporte 240 se disefia para tener una secuencia complementaria en una primera
pluralidad de oligonucleétidos de construccién. Los oligonucleé6tidos de construccion 265 pueden hibridarse entre si
e hibridarse con el oligonucleétido de anclaje generando de este modo constructos de polinucleétido unido al soporte
(270, 272, 273, 274, Figura 4b). Después de las reacciones de ensamblaje, algunos de estos constructos de
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polinucleétidos (270) pueden ser polinucledtidos de longitud completa que tienen la secuencia predefinida, mientras
que otros constructos de polinucledtidos (272, 273, 274) pueden ser mas cortos que los constructos de
polinucleétidos de longitud de completa. Teniendo en cuenta que los nucleétidos en un constructo de acido nucleico
se separan aproximadamente 0,33 nm 0,34 nm de separacién, un constructo de acido nucleico que comprende 1000
bases de nucleodtidos (segun una longitud de gen tipico) tendra aproximadamente 340 nm de longitud. En algunas
realizaciones, un segundo oligonucleétido de anclaje unido al soporte 242 puede disefiarse de modo que pueda
conectarse al extremo terminal o saliente 5' del constructo de ADN de longitud completa 270. Ademas, si la distancia
X se fija para tener aproximadamente la longitud esperada del constructo de longitud completa entonces el extremo
terminal o saliente 5' del constructo de longitud completa s6lo debe unirse al segundo oligonucleétido de anclaje si a)
el constructo de longitud completa tiene la secuencia correcta al final, y si b) el constructo de longitud completa tiene
la longitud correcta (290, como se muestra en la Figura 4c). En algunas realizaciones, el primer anclaje 240 puede
comprender un sitio de endonucleasa tipo Il. El producto de longitud completa se puede escindir utilizando una
endonucleasa de restriccion tipo 1l que da lugar a un producto que se ancla en el extremo distal al segundo anclaje
242. En algunas realizaciones, la secuencia de anclaje comprende al menos un uracilo y el producto de longitud
completa se escinde utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-liasa endonucleasa
VIl 0 una enzima USER™.

Algunos aspectos de la invencion se refieren a dispositivos y métodos que permiten un ensamblaje de
oligonucledtidos unidos al soporte altamente paralelo. En algunas realizaciones, puede ensamblarse una matriz de
polinucleétidos en una superficie mediante la adicion secuencial de oligonucledtidos de solapamiento
complementarios a una pluralidad de oligonucleétidos de anclaje. En realizaciones preferentes, una pluralidad de
polinucleétidos que tienen diferentes secuencias predeterminadas se sintetiza en diferentes caracteristicas de una
matriz. Haciendo referencia a la Figura 5, se proporciona una matriz de anclaje 310 en la que cada caracteristica de
la matriz comprende un oligonucleétido de anclaje unido al soporte (340: Ao, Bo, Co, Do) como se ha descrito
anteriormente. Cada oligonucleétido de anclaje puede ser monocatenario y puede comprender en su extremo
terminal 5' una secuencia complementaria al extremo terminal 5' de una primera pluralidad de oligonucleétidos. Debe
tenerse en cuenta que, para la sintesis altamente paralela de diferentes polinucleétidos, cada pluralidad de
oligonucledtidos de anclaje en cada funcién necesita tener una secuencia complementaria al extremo 5' de la
secuencia de polinucleétido predeterminada que se va a sintetizar. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la
matriz de anclaje comprende diferentes poblaciones de oligonucleétidos de anclaje en diferentes caracteristicas de
la matriz, cada poblacién o pluralidad de oligonucleétidos de anclaje tiene una secuencia terminal 5' diferente.
Adicionalmente, se pueden proporcionar dos 0 mas matrices de construccién (311, 312, y 315), en las que las
matrices de construccién comprenden una pluralidad de caracteristicas, cada caracteristica comprende una
poblacién diferente de oligonucleétidos unidos al soporte (An, Bn, Cn, Dn) que tiene una secuencia predefinida. Debe
tenerse en cuenta que, en algunas realizaciones, cada caracteristica comprende una pluralidad de oligonucleétidos
unidos al soporte que tienen una secuencia predeterminada diferente a la secuencia de la pluralidad de
oligonucleétidos unidos al soporte de otra caracteristica en la misma superficie. Las secuencias de oligonucleétidos
pueden diferir en una 0 mas bases. Haciendo referencia la Figura 5, la primera matriz 311 comprende una primera
pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte 331 (A+', B1', C+', D1'), en la que la parte de la secuencia de cada una
de la primera pluralidad de oligonucledtidos es idéntica al extremo 5' de los oligonucleétidos de anclaje 314 unidos a
una caracteristica de la matriz de anclaje. La segunda matriz 312 comprende una segunda pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte 332 (A", B2' D2' C2'), en el que el extremo 5' de cada una de la segunda pluralidad
de oligonucleotidos es complementario al extremo 5' de una primera pluralidad de oligonucle6tidos 331. Se debe
apreciar que en funcion de la secuencia de polinucledtidos y la longitud que se van a ensamblar, pueden
proporcionarse una o mas (por ejemplo, m) matrices adicionales, cada matriz comprende una pluralidad de
oligonucleotidos unidos al soporte (A'm-1, B'm-1, C'm-1, D'm-1) que tiene un extremo 5' libre complementario al extremo
5' de otra pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte 335 (A'm, B'm, C'm, D'm). En algunas realizaciones, se
proporciona cada pluralidad de oligonucleétidos complementarios en un soporte diferente.

Haciendo referencia a la Figura 6, se genera una primera pluralidad de oligonucle6tidos complementarios
(oligonucleétidos de construccion Ay, B4, C1, D4) utilizando la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte
331 (A+, By', C4', Dy') como plantillas. En algunas realizaciones, se incuban uno o mas oligonucleétidos unidos al
soporte con un cebador en presencia de una polimerasa en condiciones que favorecen la extension del cebador. En
algunas realizaciones, la primera pluralidad de oligonucleotidos unidos al soporte 331 (A1', B1', C1', D1') tiene en su
extremo 3' una secuencia disefiada para ser complementaria a la secuencia del cebador (por ejemplo, sitio de unién
al cebador). En algunas realizaciones, el cebador es un cebador que contiene uracilo multiple y después de la
extensidn, el cebador se elimina utilizando una endonucleasa USER™ como se describe en el presente documento.
Del mismo modo, se pueden sintetizar los oligonucleétidos de construccion Az, Bz, Cz, D2 y Am, Bm, Cm, Dm de forma
paralela o secuencial, generando de este modo oligonucleétidos bicatenarios unidos al soporte (por ejemplo, 361:
A1A1', etc.).

Como se muestra en la Figura 7, los oligonucleétidos de construccién pueden liberarse de la matriz de construccién.
En algunas realizaciones, los oligonucledtidos de construccion se liberan en condiciones que favorecen la
disociacion de los duplexos (por ejemplo, en temperaturas de fusién o en presencia de una helicasa segun lo
establecido en el presente documento). La Figura 7 ilustra la sintesis paralela de una pluralidad de polinucleétidos
que tienen diferentes secuencias predeterminadas por la adicién secuencial de oligonucle6tidos de construccion de
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solapamiento complementarios. Haciendo referencia a la Figura 7a, un primer conjunto de oligonuclettidos de
construccion diferentes 371 (A1, B4, C1, D1) se liberan de la matriz de construcciéon 311. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos de construccion se transfieren y se hibridan en una matriz de anclaje 310 que comprende
oligonuclettidos de anclaje (Ao, Bo, Co, Do) que tienen en su extremo 5' una secuencia complementaria a la
secuencia en el extremo 5' del primer conjunto de oligonucleétidos de construccion 371, formando de este modo
duplexos 381 (por ejemplo AgA1, BoB1, CoC1, DoD4). En realizaciones preferentes, la primera pluralidad de duplexos
comprende un saliente 3' libre. Como se ilustra en la Figura 7b, una segunda poblaciéon de oligonucleétidos de
construccion diferentes 372 (A2, Bz, Co, D) que tiene en un extremo una secuencia complementaria a la primera
pluralidad del saliente hibrido se libera de la matriz de construccién 312. La segunda poblacién se hibrida en el
saliente 3' libre de los duplexos de los oligonucleétidos de construccion del primer anclaje 381 unidos a la matriz de
anclaje 310 para formar duplexos 382 (AoA1Az, BoB1B2, CoC1Cz, DoD1D2). En algunas realizaciones, la segunda
pluralidad de duplexos comprende un saliente libre 5'. En algunas realizaciones, una tercera poblacion de
oligonucleotidos de construccion disefiada para tener una secuencia complementaria al saliente libre 5' se hibrida al
saliente libre 5' de la segunda pluralidad de duplexos. Tal proceso puede repetirse con los oligonucleétidos de
construccion adicionales generados y liberados de matrices de construccion hasta la longitud y la secuencia
deseadas de cada polinucledtido que se ha sintetizado. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos de
construccion interna se disefian para tener una regién de secuencia en su extremo 3' complementario a la region de
secuencia en el extremo 3' de un siguiente oligonucledtido de construccién interna. En algunas realizaciones, cada
poblacién de oligonucleédtidos de construccion se sintetiza a partir de diferentes matrices de construccion y se disefia
para hibridarse entre si para ensamblarse en un polinucleétido méas largo que tiene una secuencia predefinida. En
algunas realizaciones, el oligonucleétido de construccion correspondiente al extremo 5' del polinucleétido deseado
tiene una secuencia complementaria a un oligonucleétido de anclaje unido al soporte. En algunas realizaciones, los
oligonucleotidos de construccion se unen utilizando una ligasa. En algunas realizaciones, cada oligonucleétido de
construccion se hibrida a un saliente y se pueden ligar los oligonucleétidos de construccion que definen una hebra
del polinucleétido diana bicatenario. Los oligonucleotidos de construccion se pueden ligar después de cada adicion
secuencial de un oligonucleétido de construccion o se pueden ligar una vez que los oligonucleétidos de construccion
se hayan hibridado entre si para formar el polinucleétido de longitud completa.

En algunos aspectos de la invencién, los oligonucleétidos de construccion se transfieren secuencialmente a partir de
una matriz de construccion a una matriz de anclaje de manera altamente paralela. En algunas realizaciones, una
pluralidad de polinucleétidos se ensambla en una matriz de anclaje mediante el alineamiento, la transferencia y la
adicion secuencial de oligonucleétidos de solapamiento complementarios a una pluralidad de oligonucleétidos de
anclaje. En algunas realizaciones, la matriz de construccion y la matriz de anclaje se agrupan muy préximas para
permitir la transferencia de oligonucleétidos de construccion de la matriz de construccién a la matriz de anclaje.
Preferentemente, la matriz de construccion se agrupa sustancialmente en una distancia comparable o una distancia
menor que la distancia entre dos conjuntos de oligonucleétidos (A1, B1 etc.). En algunas realizaciones, la distancia
entre la matriz de construccién y la matriz de anclaje es de aproximadamente 10 pm a aproximadamente 1000 pum.
Las distancias deseadas dentro de este intervalo se logran, en algunas realizaciones, utilizando una dilucién de
esferas separadoras (por ejemplo, disponibles en Cospheric Microspheres) en una monocapa que mantiene las dos
matrices separadas bajo compresion. En otras realizaciones, las membranas de silicona, por ejemplo
polidimetilsiloxano (PDMS), se fabrican para abarcar una de las matrices en una camara delgada que se cierra hasta
unir la segunda matriz a la altura de la membrana. En otras realizaciones, una matriz puede flotar en la parte
superior de la otra utilizando el medio liquido por si misma como un separador. Por ejemplo, pueden utilizarse 100
plitros de medio fluido o solucién que tiene un grosor de aproximadamente 50 micras cuando se extiende de manera
uniforme en un microscopio convencional.

En algunas realizaciones, la pluralidad de oligonucleétidos de construccidn se sintetiza sobre al menos una matriz
como se ha descrito previamente. Haciendo referencia a la Figura 8, una pluralidad de oligonucleétidos de
construccion se sintetiza en caracteristicas seleccionadas de al menos una matriz de construccién (por ejemplo,
superficie 411), cada pluralidad de oligonucleétidos (por ejemplo, Ay, By C4 D4) tiene una secuencia predefinida
diferente. En algunas realizaciones, una pluralidad de oligonucle6tidos de construccion se sintetiza en caracteristicas
seleccionadas de una pluralidad de soportes de construccién (por ejemplo, superficie 411, 412, 415), cada pluralidad
de oligonucleétidos tiene una secuencia predefinida diferente. Segun algunas realizaciones, los oligonucleétidos de
construccion se sintetizan por la extension del cebador utilizando oligonucleétidos unidos al soporte como plantillas.
En algunas realizaciones, una primera pluralidad de oligonucleétidos (por ejemplo, oligonucleétidos 461 en el apoyo
411) se puede incubar con un cebador en presencia de una polimerasa, en condiciones que favorecen la extension
del cebador. La primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte puede tener en su extremo 3' una secuencia
disefiada para ser complementaria a una secuencia de cebador (por ejemplo, sitio de unién al cebador). En algunas
realizaciones, el cebador es un cebador que contiene uracilo multiple (por ejemplo, cebadores de escision USER™)
y después de la extension, el cebador se elimina utilizando la endonucleasa USER™ como se describe en el
presente documento. Del mismo modo, pueden sintetizarse los oligonucleétidos de construccion Az, B Cz Do, ... Am,
Bm Cm, Dm que tienen una secuencia predefinida de forma paralela o secuencial por la extensién del cebador
formando de este modo duplexos. Como se ilustra en la Figura 8, esto da lugar a una pluralidad de matrices que
tienen en su superficie (411, 12, 415) una pluralidad de duplexos que comprenden los oligonucleétidos de
construccion y los oligonucletdtidos de plantilla (oligonucledtidos 461: Ai, Bi Ciy Dy en la superficie 411;
oligonucledtidos 462 A, B> C2 D; en la superficie 412; oligonucleétidos 465 Am, Bm Cm, Dm en la superficie 415).
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Cada pluralidad de matriz de construccion puede disefarse para tener la misma configuracién, siendo cada
caracteristica separada de la siguiente caracteristica por la misma distancia y cada caracteristica se dispone de
manera similar en la matriz. Por ejemplo, el primer soporte 411 tiene caracteristicas n que comprenden una primera,
una segunda y n°*™ poblacién de oligonucleétidos, respectivamente, cada oligonucleétido tiene una secuencia
predefinida. Se podria apreciar que cada pluralidad de oligonucleétidos puede diferir de la otra pluralidad de
oligonucleétidos por una o més bases. Del mismo modo, el soporte 412 tiene una primera, una segunda y n**™
poblacién de oligonucleétidos en el que la primera poblacién de oligonucleétidos del primer soporte tiene la
secuencia complementaria a la primera poblacion de oligonucleétidos del segundo soporte (como se ilustra en la
Figura 9c). En una realizacién ejemplar, la primera poblacion de oligonucle6tidos del primer soporte tiene una
secuencia de extremo 3' complementaria a la primera poblacion de oligonucleétidos del segundo soporte. Del mismo
modo, la poblacion m**™ de oligonucledtidos del soporte m*™ tiene una regién de secuencia complementaria a la
poblacion (m-1)**"™ de oligonucleétidos del soporte (m-1)°".

En algunas realizaciones, una primera matriz de construccion se alinea a una matriz de anclaje 410 en la que cada
funcion comprende un oligonucleétido de anclaje unido al soporte (Ao, Bo, Co, Do). Cada oligonucleétido de anclaje
puede ser monocatenario y puede comprender en su extremo 5' una secuencia complementaria al extremo terminal
5' de una pluralidad de oligonucleétidos de la primera matriz de construccion. Se debe apreciar que para la sintesis
altamente paralela de una pluralidad de polinucleétidos que tiene una secuencia predefinida diferente, cada
pluralidad de oligonucledtidos de anclaje puede tener una secuencia de extremo 5' diferente. En algunas
realizaciones, la secuencia de extremo 5' diferente puede diferir en una o mas bases. En algunas realizaciones, la
matriz de construccion y la matriz de anclaje se alinean verticalmente, la matriz de construccion define una matriz
superior y la matriz de anclaje define una matriz inferior. En realizaciones preferentes, la matriz de anclaje y las
matrices de construccién se disefian para tener la misma configuracién, siendo cada caracteristica separada de la
siguiente caracteristica por la misma distancia y cada caracteristica se dispone de manera similar en la matriz. Se
deberia apreciar que el disefio de las matrices de construccién y de anclaje permite el alineamiento de los
oligonucledtidos de anclaje y de construccion, los oligonucleétidos de anclaje tienen una secuencia complementaria
a los oligonucleétidos de construcciéon. Después del alineamiento de las matrices de construccion y de anclaje, los
oligonucledtidos de construccion pueden liberarse en la solucién que da lugar a la captura y la hibridacion de los
oligonucledtidos de construccion a los oligonucleétidos de anclaje. Una segunda poblacion de oligonucleétidos de
construccion se inmoviliza en un soporte diferente, entonces se puede agrupar muy préxima a la matriz de anclaje y
se afade secuencialmente al hibrido que comprende el oligonucleétido de anclaje y la primera poblacion de
oligonucledtidos de construccion.

La primera matriz de construccion se puede alinear y aproximarse a la matriz de anclaje. En algunas, el alineamiento
y la aproximacién de la matriz de construccién y la matriz de anclaje estan en presencia de un medio fluido o
solucién que permite la difusion posterior proximal y la transferencia de oligonucleétidos de construccion de la matriz
de construccion superior a la matriz de anclaje inferior (se ilustra en la direccién vertical en la Figura 9). Se pueden
liberar oligonucleétidos de construcciéon de la matriz de construccién en un medio fluido, por ejemplo en condiciones
que favorecen la disociacion de los duplexos. Por ejemplo, los duplexos pueden disociarse calentando las funciones
seleccionadas o la matriz completa a una temperatura superior a la temperatura de fusion de los duplexos de
oligonucledtidos de construccion. Haciendo referencia a la Figura 9a-b, un primer conjunto de oligonucleétidos de
construccion que tienen diferentes secuencias predefinidas (A, B1 Ci D4) se libera de la primera matriz de
construccion en un medio fluido 485 y se captura en la matriz de anclaje formando una pluralidad de duplexos (por
ejemplo duplexos 441, AjA¢, BoB1, CoC1, DoD4). Haciendo referencia a la Figura 9c-d, una segunda matriz de
construccion se alinea y se aproxima a la matriz de anclaje que comprende duplexos de oligonucledtidos de
construccion de la primera poblacién de anclaje. El alineamiento y aproximacion de la segunda matriz de
construccion y la matriz de anclaje en presencia de un medio fluido permiten la transferencia proximal posterior de
un segundo conjunto de oligonucleétidos de construccién de la segunda matriz de construcciéon a la matriz de
anclaje. Haciendo referencia a la Figura 9d, el segundo conjunto de oligonucleétidos de construccién Az, B2 Cz Do,
462 se libera de la micromatriz 412 y se hibrida en la micromatriz de anclaje 410 para formar polinucleétidos 442
AoA1A2, BoB1B2, CoC1Cz, DoD1D2. Los polinucledtidos ensamblados resultantes pueden ligarse entonces incluyendo
una ligasa, por ejemplo ADN ligasa Taq y sus componentes de reaccion necesarios, en el medio fluido para formar
moléculas Unicas unidas covalentemente. En algunas realizaciones, la ligasa puede suplementarse con una ADN
polimerasa por desplazamiento sin hebra para llenar los espacios y aumentar la eficiencia del ligamiento. Tal
proceso puede repetirse con los miembros adicionales del conjunto de micromatrices de construccion hasta que se
sinteticen los polinucleétidos de longitud deseada en la matriz del oligonucleétido de anclaje.

En algunas realizaciones, la correccion de errores puede incluirse entre cada repeticion del proceso y/o al final del
proceso de ensamblaje para aumentar la poblacién relativa de los polinucleétidos sintetizados sin desviarse de las
secuencias deseadas. Tal correccion de errores puede incluir la secuenciacion directa y/o la aplicacién de las
enzimas de correccién de errores tales como nucleasas de correccion de errores (por ejemplo, CEL 1), correccion de
errores basada en homoélogos de unién de MutS o MutS u otras proteinas de unién mal apareadas, otros medios de
correccion de errores conocidos en la materia, o cualquier combinacion de los mismos. En una realizacion ejemplar,
CEL | puede anadirse a los duplexos de oligonucleétidos en el medio fluido. CEL | es una endonucleasa especifica
mal apareada que escinde todos los tipos de mal apareamiento como polimorfismos de nucleétido Unicos, pequefas
inserciones o deleciones. La adicion de la endonucleasa CEL | da lugar a la escisién de los oligonucle6tidos
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bicatenarios en el sitio o regién del mal apareamiento. La Figura 9e representa una matriz de anclaje 410 que tiene
en su superficie una pluralidad de polinucleétidos 452 que se han ensamblado mediante el proceso descrito en las
Figuras 9a-d. Los polinucleétidos ensamblados pueden contener uno o mas errores de secuencia 500 (se ilustra por
una cruz). Una nucleasa correctora de errores tal como CEL | se puede utilizar para escindir el polinucleétido
bicatenario en tales sitios de errores resultantes en los polinucleétidos escindidos 453 como se muestra en la Figura
of.

En algunas realizaciones, el alineamiento y la aproximacion de la primera matriz de construccion a la matriz de
anclaje estan en presencia de un medio fluido y una membrana porosa. Segun algunas realizaciones, una
membrana porosa se coloca entre la matriz de construccion y la matriz de anclaje para limitar la difusion lateral de
los oligonucleétidos de construccién en el medio fluido a las caracteristicas no seleccionadas de la matriz de anclaje
(Figura10). Se debe apreciar que la membrana permeable puede limitar la difusion del oligonucleétido de
construccion principalmente en la direccion vertical disminuyendo de este modo la difusién lateral de los
oligonuclettidos de construccion a los oligonucleétidos de anclaje sin corresponder. Por ejemplo, la membrana
puede ser una membrana de polimero poroso con poros de tamafio uniforme. En algunas realizaciones, la
membrana tiene tamanos de poro suficientes para el paso relativamente libre de acidos nucleicos. En algunas
realizaciones, el tamafo de poro puede oscilar de aproximadamente 10 nm a aproximadamente 100 nm o mas.
Preferentemente, el tamafo del poro no es mayor que aproximadamente la distancia entre diferentes
oligonucledtidos A+, By etc. En una realizacién preferente, el factor de relleno de poros o la relacién de abertura es
tan grande como sea posible. Las membranas adecuadas incluyen aquellas descritas en: Polymer Membranes with
Two-Dimensionally Arranged Pores Derived from Monolayers of Silica Particles, Feng Yan y Werner A. Goedel
Chem. Mater., 2004, 16 (9), pag 1622-1626.

Se debe apreciar que, para ciertas situaciones, es beneficioso asegurar que un alto porcentaje de los sitios
disponibles en la matriz de anclaje capture los oligonucledtidos de construccion, en lugar de dejarse sin llenar debido
a la recaptura de los oligonucleétidos de construccion por la matriz de construccion. Con el fin de aumentar la
probabilidad de captura por la matriz de anclaje, puede llevarse a cabo la uniéon covalente de al menos algunos de
los oligonucleétidos de construccién a la matriz de anclaje. Haciendo referencia a la Figura 11, se representa una
modificacion del proceso en la Figura 9. La Figura 11 ilustra el alineamiento y la aproximacién de una primera matriz
de construccion que comprende al menos dos oligonucledtidos de construccion de solapamiento diferentes a una
matriz de anclaje en un medio fluido o solucién que comprende una ligasa y los componentes de reaccion
necesarios y la transferencia posterior proximal de los oligonucleétidos de la matriz de construccion a la matriz de
anclaje. En algunas realizaciones, cada caracteristica en una matriz de oligonucleétido de construccién se disefa
para contribuir dos o mas oligonucleétidos de solapamiento que se van a capturar mediante una poblacion del
oligonucledtido de anclaje en una caracteristica seleccionada de la matriz de anclaje. Haciendo referencia a la
Figura 11a, cada caracteristica de la matriz del oligonucleétido de construccion 420 transporta dos oligonucleotidos
de construccién 481 (por ejemplo, Ay y Az) por oligonucleétido de anclaje (por ejemplo, Ag). Los oligonucleétidos de
construccion A; y Az pueden liberarse en los medios de fluido o solucién 485 que residen entre la matriz de
construccion 420 y la matriz de anclaje 410. En algunas realizaciones, la solucion comprende ademas una ligasa
180 de manera que cuando los oligonucleétidos de construcciéon A1 y A se ensamblan en el anclaje Ao (Figura 11b),
el oligonucledtido A; se liga covalentemente al anclaje Ao. Esta disposicién y la presencia de ligasa proporcionan la
captura preferente de oligonucleétidos de construccion por el oligonucleétido de anclaje en la matriz de anclaje.

En algunas realizaciones, la matriz(o matrices) de oligonucleétidos de construccién y la matriz de oligonucleétido de
anclaje se disefian como el nimero de oligonucleotidos de construccién que se van a transferir a la matriz de anclaje
estan en exceso estequiométrico correspondiente a cada oligonucleétido de anclaje. Este disefio permite una
probabilidad sustancialmente mayor que los oligonucleétidos de construccion que se van a capturar por cada uno de
los oligonuclettidos de anclaje, aumentando de ese modo el rendimiento paso a paso en la sintesis de los
polinucleétidos predefinidos.

La Figura 12 representa el alineamiento y la aproximacion de una primera matriz de construccion a una matriz de
anclaje en un medio fluido y la transferencia posterior proximal de oligonucleétidos de construccién de la matriz de
construccion a la matriz de anclaje, en el que el nimero de oligonucleétidos de construccién esta en exceso
estequiométrico correspondiente a cada oligonucleétido de anclaje. Haciendo referencia a la Figura 12, la matriz de
anclaje 430 se disefia de manera que comprende estequiométricamente menos oligonucleétidos de anclaje (Ao, Bo,
Co, Do) en comparacion con el nimero de oligonucleétidos de construccién proporcionados por la matriz de
construccion 411 para cada oligonucleétido de anclaje correspondiente. Este disefio asegura que se favorece
estequiométricamente la unién de los oligonucle6tidos de construccion a cada oligonucleétido de anclaje en la matriz
de anclaje. Haciendo referencia a la Figura 12a y con fines ilustrativos, se representan tres oligonuclettidos de
construccion en cada caracteristica de la matriz de construccion 411 para cada oligonucleétido de anclaje en la
matriz de anclaje 430. La matriz del oligonucleétido de construccién 411 se alinea en relaciéon a la matriz de
oligonucledtido de anclaje 430. Centrandose en el alineamiento del oligonucleédtido de construcciéon A con el
oligonucleétido de anclaje Ao, después de la disociacién del oligonucledtido de construccion A; de su
correspondiente oligonucleétido de plantilla, cada una de las tres copias de A; tiene cuatro posibles sitios de unién:
cada copia de A se puede unir de nuevo o recapturarse por la matriz de construcciéon 411 (3 sitios potenciales) o
unirse al oligonucledtido de anclaje Ao. Después de la captura, uno de los cuatro sitios de union potenciales
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permanecera vacio. Puesto que es igualmente probable para cada uno de los sitios de unidon permanecer vacio, la
probabilidad de que Ao permanezca vacia es del 25 %, y la probabilidad de que Aq esté ocupada es del 75 %. Con el
fin de aumentar incluso ain mas la probabilidad de unién de oligonucleétidos de construccién a los oligonucleétidos
de anclaje, la relacion de oligonucleétidos de construccion a los oligonucleétidos de anclaje puede ser aun mas
asimétrica. En algunas realizaciones, la relacion de oligonucleétidos de construccion a los oligonucleétidos de
anclaje es al menos 10:1, al menos 100:1, al menos 1000:1, al menos 10*:1, al menos 10°:1, al menos 10%:1.

Se debe apreciar que un método para aumentar la eficiencia de la construccion de polinucleétidos deseados es
reducir el niumero de etapas en el proceso de construccién. En algunas realizaciones, los polinucleétidos se
sintetizan utilizando un método de construccion jerarquico, en el que multiples matrices de anclaje, después de
varias rondas de transferencia de matrices de construccién, se pueden utilizar como matrices de construccién en las
siguientes etapas. Un proceso jerarquico geométricamente reduce el tiempo para ejecutar el mismo nimero de
transferencias, asi como el nimero de transferencias realizadas en cada matriz de anclaje, reduciendo por
consiguiente el impacto de la pérdida gradual. La Figura 13a ilustra dos matrices de anclaje 470 y 471, que se han
sometido a una serie de transferencias de las matrices de construccion, dando lugar a polinucleétidos sintetizados
unidos a la superficie 472 y 473, respectivamente. Como se representa, se ha ligado una hebra de los
polinucleétidos sintetizados a los anclajes originales a partir de dichas matrices de anclaje, de tal manera que por
ejemplo, la longitud del polinucledétido sintetizado es mas larga que la de Ao (si la matriz de anclaje original es similar
a 410 0 430 de La Figura 11 o Figura 12, respectivamente). No se ligé una liberacion de las hebras del polinucleétido
a la matriz de anclaje que da lugar a la transferencia de polinucleétidos entre las matrices, como se muestra en la
Figura 13b. La presencia de una ligasa y los componentes de reaccion del ligamiento necesarios dan lugar a la
unién covalente de los polinucleétidos entre si. Cabe sefialar que, para fines de ilustracion, la transferencia de
polinucleétidos se muestra a partir de la matriz de anclaje 471 a la matriz de anclaje 470, aunque la transferencia se
distribuira entre ambas matrices. Con el fin de reducir la tasa de errores total, los polinucleétidos sintetizados
inmovilizados a la superficie 472 y 473 pueden exponerse en primer lugar a una nucleasa que corrige los errores
como se describe en la descripcion de la Figura 9e-f. Dado que algunas nucleasas de correccién de errores se
escinden en la unién del &cido nucleico monocatenario y bicatenario, los polinucleétidos 472 y 473, pueden
disenarse para ser completamente bicatenarios o se pueden convertir en bicatenarios mediante la adicion adicional
de oligonucledétidos que llenan el espacio a los polinucleétidos 472 y 473 seguido del ligamiento.

Debe tenerse en cuenta que la descripcion de las reacciones de ensamblaje en el contexto de oligonucleétidos no se
pretende que sea limitante. Por ejemplo, otros polinucleétidos (por ejemplo, los polinucle6tidos monocatenarios,
bicatenarios, fragmentos de restriccion, productos de amplificacion, polinucledtidos de origen natural, etc.) se
pueden incluir en una reaccion de ensamblaje, junto con uno o mas oligonucleétidos, con el fin de generar un
polinucleétido de interés.

Los aspectos de la invencién pueden ser Utiles para un intervalo de aplicaciones que implican la produccién y/o uso
de los acidos nucleicos sintéticos. Como se describe en el presente documento, la invenciéon proporciona métodos
para producir acidos nucleicos sintéticos con una mayor fidelidad y/o para reducir el coste y/o el tiempo de las
reacciones de ensamblaje sintéticas. Los acidos nucleicos ensamblados resultantes pueden amplificarse in vitro (por
ejemplo, utilizando PCR, LCR, o cualquier técnica de amplificaciéon adecuada), amplificada in vivo (por ejemplo, a
través de la clonacioén en un vector adecuado), aislado y/o purificado.

Los aspectos de los métodos y dispositivos proporcionados en el presente documento pueden comprender la
eliminacion de las secuencias de acido nucleico que contienen el error como se describe en el presente documento.
Las secuencias de acido nucleico libres de errores pueden enriquecerse por la eliminacién de secuencias que
contienen errores o nucleétido(s) que contiene(n) errores. Las secuencias de acidos nucleicos pueden ser
oligonucledtidos de construccion, o productos ensamblados, tales como subensamblados o polinucleotidos finales
deseados. En algunas realizaciones, las secuencias de acidos nucleicos pueden liberarse en la solucion desde el
soporte utilizando métodos conocidos en la materia, tales como, por ejemplo, escisién enzimatica o amplificacion.
Esta etapa puede tener lugar en microvolumen(es) individual(es) localizado(s) que contiene(n) sélo la(s) regién(es) o
caracteristica(s) de interés o en un unico volumen. En algunas realizaciones, la eliminaciéon de las secuencias de
acido nucleico que contiene errores se lleva a cabo en una microgota. Las secuencias de acidos nucleicos pueden
ser cualquier polinucleétido bicatenario que tiene una secuencia predefinida. La amplificacion puede llevarse a cabo
en una o mas etapas durante un proceso de ensamblaje que da lugar a un grupo de oligonucle6tidos bicatenarios o
productos ensamblados. Se podria apreciar que tal grupo puede comprender heteroduplexos (secuencias de acidos
nucleicos bicatenarios que tienen uno o mas errores de secuencia) y homoduplexos (secuencias de &acidos nucleicos
bicatenarios libres de errores o secuencias de acidos nucleicos bicatenarios que tienen errores de secuencias
complementarias). Como se ilustra en la Figura 14, los acidos nucleicos bicatenarios pueden contener uno o mas
errores de secuencia (heteroduplexos ilustrados por una cruz). Las nucleasas CEL (CEL I o Il) son endonucleasas
especificas mal apareadas conocidas por cortar el acido nucleico bicatenario en ambas hebras en los sitios de
sustitucion de una sola base, pequefa delecién o insercién pequefia. CEL | escinde el acido nucleico en el lateral 3'
del sitio de mal apareamiento, generando un saliente 3' monocatenario de uno o mas nucleétidos. En algunas
realizaciones, la endonucleasa CEL | (Surveyor™) puede utilizarse para escindir los acidos nucleicos bicatenarios en
estos sitios de errores que dan lugar a un grupo de secuencias de acidos nucleicos que comprenden acidos
nucleicos que contienen errores escindidos que tienen un saliente 3', y homoduplexos libres de errores como se
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ilustra en la Figura 14c. El(los) nucleétido(s) mal apareado(s) puede(n) eliminarse utilizando una polimerasa T4 y/o
una polimerasa Klenow que tiene una actividad de exonucleasa 3'-5', generando de este modo un grupo de acidos
nucleicos bicatenarios libres de errores (homoduplexos como se muestra en la Figura 14d). En algunas
realizaciones, el grupo de secuencias de acido nucleico puede amplificarse después, tal como la reaccion en cadena
de la polimerasa, PCR), utilizando cebadores en los extremos (Figura 14e). Los cebadores pueden ser cebadores
universales, cebadores semiuniversales o cebador especifico a la secuencia terminal de la molécula de acido
nucleico. En algunas realizaciones, a los duplexos se les permite disociarse en primer lugar y volver a hibridarse
antes de someter el grupo de los &cidos nucleicos a amplificacion. Este proceso permitira la deteccién y eliminacion
de errores complementarios que pueden haber permanecido sin detectar por las endonucleasas especificas del mal
apareamiento

Un acido nucleico ensamblado (sélo o clonado en un vector) puede transformarse en una célula huésped (por
ejemplo, una célula procariota, eucariota, de insecto, de mamifero, u otro huésped). En algunas realizaciones, la
célula huésped puede utilizarse para propagar el acido nucleico. En ciertas realizaciones, el acido nucleico puede
integrarse en el genoma de la célula huésped. En algunas realizaciones, el acido nucleico puede sustituir una region
de acido nucleico correspondiente en el genoma de la célula (por ejemplo, mediante recombinaciéon homéloga). Por
consiguiente, los &cidos nucleicos pueden utilizarse para producir organismos recombinantes. En algunas
realizaciones, un &cido nucleico diana puede ser un genoma completo o fragmentos grandes de un genoma que se
utilizan para sustituir la totalidad o parte del genoma de un organismo huésped. Los organismos recombinantes
también pueden utilizarse para varias aplicaciones de investigacién, industrial, agricola, y/o médica.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse durante el ensamblaje
de grandes moléculas de acido nucleico (por ejemplo, mas grandes que 5000 nucleétidos de longitud, por ejemplo,
mas largas que aproximadamente 10000, mas largas que aproximadamente 25000, mas largas que
aproximadamente 50000, mas largas que aproximadamente 75000, mas largas que aproximadamente 100000
nucleétidos, etc.). En una realizacion ejemplar, los métodos descritos en este documento pueden utilizarse durante
el ensamblaje de un genoma entero (0 un gran fragmento del mismo, por ejemplo, aproximadamente 10 %, 20 %, 30
%, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o mas) de un organismo (por ejemplo, de un organismo viral, bacteriano,
de levadura, u otro organismo procariota o eucariota), que incorpora opcionalmente modificaciones especificas en la
secuencia en una o mas localizaciones deseadas.

Los aspectos de los métodos y dispositivos proporcionados en el presente documento pueden incluir la
automatizacion de uno o mas actos descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, una o mas
etapas de una amplificaciéon y/o reaccion de ensamblaje pueden automatizarse utilizando uno o mas dispositivos
automatizados de manipulacién de muestras (por ejemplo, uno o mas dispositivos de manipulaciéon automatizados
de liquidos o fluido). Los dispositivos y procedimientos automatizados pueden utilizarse para administrar reactivos de
reaccion, incluyendo uno o mas de los siguientes: acidos nucleicos de partida, tampones, enzimas (por ejemplo, una
o mas ligasas y/o polimerasas), nucleétidos, sales, y cualquier otro agente adecuado tal como agentes
estabilizadores. Los dispositivos y procedimientos automatizados también pueden utilizarse para controlar las
condiciones de reaccion. Por ejemplo, puede utilizarse un ciclador térmico automatizado para controlar las
temperaturas de reaccion y cualquier ciclo de temperatura que se puede utilizar. En algunas realizaciones, un laser
de barrido puede automatizarse para proporcionar una o mas temperaturas de reacciéon o ciclos de temperatura
adecuados para la incubacion de polinucleétidos. Del mismo modo, puede automatizarse el analisis posterior de los
productos de polinucleétidos ensamblados. Por ejemplo, la secuenciacion puede automatizarse utilizando un
dispositivo de secuenciacién y protocolos de secuenciacién automatizados. Las etapas adicionales (por ejemplo,
amplificacion, clonacion, etc.) también pueden automatizarse utilizando uno o mas dispositivos apropiados y
protocolos relacionados. Debe tenerse en cuenta que uno o mas del dispositivo o componentes del dispositivo
descritos en el presente documento pueden combinarse en un sistema (por ejemplo, un sistema robotico) o en un
microentorno (por ejemplo, una camara de reaccion microfluidica). Las mezclas de reaccion del ensamblaje (por
ejemplo, muestras de reaccion liquidas) pueden transferirse de un componente del sistema a otro utilizando
dispositivos y procedimientos automatizados (por ejemplo, la manipulacion robética y/o transferencia de muestras
y/o recipientes de muestras robéticas, incluyendo los dispositivos de pipeteo automatizados, microsistemas, etc.). El
sistema y cualquier componente del mismo pueden controlarse mediante un sistema de control.

Por consiguiente, las etapas del método y/o aspectos de los dispositivos proporcionados en el presente documento
pueden automatizarse utilizando, por ejemplo, un sistema informatico (por ejemplo, un sistema controlado por
ordenador). Un sistema informatico en el que pueden implementarse los aspectos de la tecnologia proporcionada en
el presente documento, puede incluir un ordenador para cualquier tipo de procesamiento (por ejemplo, analisis
secuencial y/o control del dispositivo automatizado como se describe en el presente documento). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que pueden proporcionarse ciertas etapas de procesamiento mediante uno o mas dispositivos
automatizados que forman parte del sistema de ensamblaje. En algunas realizaciones, un sistema informatico puede
incluir dos o mas ordenadores. Por ejemplo, un ordenador puede acoplarse, a través de una red, a un segundo
ordenador. Un ordenador puede llevar a cabo el analisis secuencial. El segundo ordenador puede controlar uno o
mas dispositivos de sintesis y ensamblaje automatizados en el sistema. En otros aspectos, los ordenadores
adicionales pueden incluirse en la red para controlar uno 0 mas analisis 0 actos de procesamiento. Cada equipo
puede incluir una memoria y un procesador. Los ordenadores pueden tener cualquier forma, que segun los aspectos
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de la tecnologia proporcionados en el presente documento no se limitan a implementarse en cualquier plataforma
informatica particular. Del mismo modo, la red puede tener cualquier forma, incluyendo una red privada o una red
publica (por ejemplo, Internet). Los dispositivos de visualizaciéon pueden asociarse a uno o mas dispositivos y
ordenadores. Alternativamente, o ademas, un dispositivo de visualizacion puede ubicarse en un sitio remoto y
conectarse para visualizar la salida de un analisis segun la tecnologia proporcionada en el presente documento. Las
conexiones entre los diferentes componentes del sistema pueden realizarse a través de cable, fibra dptica,
transmisién inalambrica, transmision via satélite, cualquier otra transmision adecuada, o cualquier combinacién de
dos 0 mas de los anteriores.

Cada uno de los diferentes aspectos, realizaciones, o actos de la tecnologia proporcionados en este documento
pueden automatizarse e implementarse independientemente en cualquiera de las formas. Por ejemplo, cada
aspecto, realizacion, o acto puede implementarse de forma independiente utilizando hardware, software o su
combinacion. Cuando se implementa en software, el cddigo de software puede ejecutarse en cualquier procesador
adecuado o coleccién de procesadores, si se proporciona en un Unico ordenador o se distribuye entre varios
ordenadores. Debe tenerse en cuenta que cualquier componente o coleccion de componentes que realizan las
funciones descritas anteriormente puede considerarse genéricamente como uno 0 mas controladores que controlan
las funciones discutidas previamente. Uno o mas controladores pueden implementarse de muchas maneras, tal
como con hardware disefiado, o con hardware de propésito general (por ejemplo, uno o mas procesadores) que se
programan utilizando microcédigo o software para realizar las funciones mencionadas previamente.

A este respecto, debe tenerse en cuenta que una implementacién de las realizaciones de la tecnologia
proporcionada en el presente documento comprende al menos un medio legible por ordenador (por ejemplo, una
memoria de ordenador, un disquete, un disco compacto, una cinta, etc.) codificado con un programa de ordenador
(es decir, una pluralidad de instrucciones), que cuando se ejecuta en un procesador, realiza una o méas de las
funciones mencionadas previamente de la tecnologia proporcionada en el presente documento. El medio legible por
ordenador puede transportarse de tal manera que el programa almacenado en el mismo se puede cargar en
cualquier fuente de sistema informatico para implementar una o més funciones de la tecnologia proporcionadas en el
presente documento. Ademas, debe tenerse en cuenta que la referencia a un programa informatico cuando se
ejecuta, realiza las funciones descritas previamente, no se limita a un programa de aplicacién ejecutado en un
ordenador huésped. Mas bien, el término de programa informatico se utiliza en el presente documento en un sentido
genérico para referirse a cualquier tipo de codigo informatico (por ejemplo, software o microcodigo) que puede
emplearse para programar un procesador para implementar los aspectos discutidos previamente de la tecnologia
proporcionada en el presente documento.

Debe tenerse en cuenta que, segun varias realizaciones de la tecnologia proporcionadas en el presente documento
en las que los procesos se almacenan en un medio legible por ordenador, los procesos implementados en el
ordenador pueden, durante el curso de su ejecucién, recibir la entrada manualmente (por ejemplo, de un usuario).

Por consiguiente, el control del nivel del sistema general de los dispositivos de ensamblaje o componentes descritos
en el presente documento puede realizarse por un controlador del sistema que puede proporcionar sefiales de
control a los sintetizadores de acidos nucleicos asociados, dispositivos de manipulacion de liquidos, termocicladores,
dispositivos de secuenciacién, componentes robéticos asociados, asi como otros sistemas adecuados para la
realizacién de entrada/salida deseadas u otras funciones de control. Por lo tanto, el controlador del sistema junto con
cualquier controlador de dispositivo forma entre si un controlador que controla el funcionamiento de un sistema de
ensamblaje de acido nucleico. El controlador puede incluir un sistema de procesamiento de datos de fin general, que
puede ser un ordenador de uso general, o la red de ordenadores de uso general, y otros dispositivos asociados,
incluyendo dispositivos de comunicaciones, moédems, y/u otros circuitos o componentes para realizar la
entrada/salida deseada u otras funciones. El controlador también puede implementarse, al menos en parte, como un
Unico circuito integrado especializado (por ejemplo, ASIC) o una matriz de ASICs, teniendo cada uno una seccion de
procesador principal o central para el control general a nivel de sistema, y secciones separadas dedicadas a realizar
diversos célculos, funciones y otros procesos diferentes bajo el control de la seccion del procesador central. El
controlador también puede implementarse utilizando una pluralidad de circuitos o dispositivos separados dedicados
programables integrados u otros electronicos, por ejemplo, circuitos electrénicos cableados o ldgicos tales como
circuitos de elementos distintos o dispositivos l6gicos programables. El controlador también puede incluir otros
componentes o dispositivos, como dispositivos de entrada/salida del usuario (monitores, pantallas, impresoras, un
teclado, un dispositivo de puntero del usuario, pantalla tactil, u otra interfaz de usuario, etc.), dispositivos de
almacenamiento de datos, accionamientos por motor, enlaces, controladores de valvulas, dispositivos robaéticos,
bombas de vacio y otros, sensores de presion, detectores, fuentes de alimentaciéon, fuentes de impulsos,
dispositivos de comunicacién u otros circuitos o componentes electrénicos, etcétera. El controlador también puede
controlar el funcionamiento de otras partes de un sistema, tales como procesamiento de la orden del cliente
automatizado, control de calidad, envasado, envio, facturacion, etc., para realizar otras funciones adecuadas
conocidas en la materia, aunque no se describen con detalle en el presente documento.

Diversos aspectos de la presente invencion pueden utilizarse solos, en combinacién, o en varias disposiciones que

no se discuten especificamente en las realizaciones descritas previamente y por lo tanto no se limitan en su
aplicacién a los detalles y la disposicién de componentes expuestos en la descripcion anterior o ilustrados en los
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dibujos. Por ejemplo, los aspectos descritos en una realizacion se pueden combinar de cualquier manera con los
aspectos descritos en otras realizaciones.

El uso de términos ordinales como "primero", "segundo” "tercero", etc., en las reivindicaciones para modificar un
elemento de la reivindicacion o el orden de dichos elementos no connota por si mismo ninguna prioridad, precedente
u orden de un elemento de la reivindicacién sobre otro o el orden temporal en el que se realizan las acciones de un
método, sino que se utilizan meramente como etiquetas para distinguir un elemento de la reivindicacién que tiene un
cierto nombre de otro elemento que tiene un mismo nombre (excepto por el uso del término ordinal) para distinguir
los elementos de la reivindicacién.

Ademas, la fraseologia y terminologia empleadas en el presente documento son para fines de descripcion y no
deben considerarse como limitantes. El uso de "incluyendo", "que comprende" o "que tiene", "que contiene", "que
implica", y variaciones de los mismos en el presente documento, pretende abarcar los articulos listados en lo
sucesivo y equivalentes de los mismos asi como articulos adicionales.

EQUIVALENTES

La presente invencidn proporciona, entre otras cosas novedosos métodos y dispositivos para el ensamblaje del gen
de alta fidelidad. Aunque se han discutido realizaciones especificas del sujeto de la presente invencion, la memoria
descriptiva previa es ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones de la invencién resultaran evidentes para los
expertos en la materia tras la revision de la presente memoria descriptiva. El alcance completo de la invencién debe
determinarse por referencia a las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir al menos un polinucleétido que tiene una secuencia predefinida, comprendiendo el
método:

a. proporcionar al menos una primera y una segunda pluralidad de oligonucleé6tidos monocatenarios unidos al
soporte, en donde cada primera y segunda pluralidades de oligonucle6tidos tiene una secuencia predefinida y se
unen a una caracteristica discreta de un soporte, cada primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte
comprende una region de secuencia en su extremo 5' complementario a una regién de secuencia de un extremo
5' de la segunda pluralidad de oligonucle6tidos unidos al soporte;

b. generar al menos una primera y una segunda pluralidades de oligonucleétidos de construccion
complementarios a la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos unidos al soporte en una reaccion de
extensién de la cadena, cada primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion comprende una region de
secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una region de secuencia de un extremo 3' de la segunda
pluralidad de oligonucledétidos de construccion;

c. proporcionar una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte en una
caracteristica seleccionada, en donde el extremo 5' de la pluralidad de un primer oligonucleétido de anclaje es el
mismo que una region de secuencia de la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte;

d. hibridar al menos la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos de construccién a la pluralidad de
oligonucleétidos de anclaje; y

e. ligar al menos la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos de construccion, generando de ese
modo al menos un polinucleétido.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que al menos la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos de
construccion se disocian de al menos la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos unidos al soporte y
comprende ademas,

transferir la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion a partir de una primera caracteristica a una
caracteristica seleccionada y transferir la segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccién de una segunda
caracteristica a la caracteristica seleccionada, en donde la caracteristica seleccionada comprende la pluralidad de
oligonucledtidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte, en donde la caracteristica seleccionada esta en el
mismo soporte que la primera y la segunda caracteristicas o en donde la caracteristica seleccionada estd en un
soporte diferente de la primera y la segunda caracteristicas.

3. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente:

proporcionar una tercera pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios unidos al soporte, en donde cada tercera
pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte tiene una secuencia predefinida y se une a una tercera
caracteristica discreta del soporte, cada tercera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte comprende una
region de secuencia en su extremo 3' que es complementaria a una region de secuencia de un extremo 3' de la
segunda pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte;

generar una tercera pluralidad de oligonucleétidos de construccion complementarios a la tercera pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte en una reaccién de extensién de cadena;

hibridar al menos la primera, segunda y tercera pluralidades de oligonucle6tidos de construccion a la pluralidad
de oligonucledétidos de anclaje en la caracteristica seleccionada; y

ligar al menos la primera, segunda y tercera pluralidades de oligonucleétidos de construccién, produciendo de
ese modo al menos un polinucleétido.

4. El método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada pluralidad de oligonucleétidos
unidos al soporte tiene un sitio de unién al cebador en su extremo 3' y comprende ademas la hibridacién de un
cebador a al menos las primera y segunda pluralidades de oligonucle6tidos unidos al soporte en condiciones que
favorecen la extensién del cebador, formando de este modo duplexos del producto de extensién.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la pluralidad de oligonucleétidos
unidos al soporte se sintetiza en el soporte sélido, en el que la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte se
deposita en el soporte solido o en el que la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte se inmoviliza en el
soporte a través de su extremo 3'.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el soporte es un dispositivo de
micromatrices.

7. El método segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende:
proporcionar pluralidades N de oligonucle6tidos monocatenarios unidos al soporte generando de este modo una
primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion que comprende en su extremo 3' una region de secuencia

que es complementaria a una regién de secuencia en el extremo 3' de un segundo oligonuclettido de
construccion, y una pluralidad de oligonucledtidos de construccion N que comprende en su extremo 3' una regién
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de secuencia que es complementaria a una regién de secuencia de una pluralidad de oligonucleétidos de
construccion (N-1); y

proporcionar una pluralidad de oligonucleétidos de anclaje que comprende en su extremo 5' una secuencia que
es la misma que una regién de secuencia de la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que se generan las pluralidades N de oligonucleétidos de construccion
complementarios a los oligonucle6tidos monocatenarios unidos al soporte y en el que las pluralidades N de los
oligonucledtidos de construccién abarcan la secuencia completa del polinucleétido sin espacios.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la region de secuencia del extremo
3' de la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte es idéntica a la region del extremo 5' de los
oligonucleétidos de anclaje.

10. El método de la reivindicacion 4, que disocia ademas los duplexos de extension liberando de este modo al
menos una primera y una segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion.

11. El método de la reivindicacion 4, en el que la secuencia del cebador comprende al menos un uracilo y
comprende ademads eliminar el cebador utilizando una mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-
liasa endonucleasa VIII.

12. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas

(i) proporcionar un soporte con una primera pluralidad de oligonucleétidos de anclaje unidos al soporte, en donde
el extremo 5' de la primera pluralidad de oligonucleé6tidos de anclaje es complementario al extremo 5' de una
primera pluralidad de oligonucleétidos y una segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje unidos al soporte,
en donde el extremo 5' del segundo oligonucleétido de anclaje es complementario a un oligonucleétido de
construccion N terminal;

(i) sintetizar una pluralidad de polinucleétidos bicatenarios unidos al soporte que comprende un saliente
monocatenario 5', la pluralidad de secuencias polinucleétidas comprende la secuencia polinucleétida predefinida,
en donde el saliente monocatenario 5' de la secuencia polinucleétida predefinida comprende la secuencia de
oligonucleétido de construccion N terminal y el extremo 3' monocatenario de la secuencia polinucleétida que
comprende la primera secuencia oligonucleétida;

(iii) hibridar la pluralidad de polinucleoétidos sintetizados con los primeros oligonucleétidos de anclaje; y

(iv) someter los polinuclettidos sintetizados a condiciones de hibridacién para hibridar el saliente 5' del
polinucleétido que tiene un oligonucle6tido de construccién N terminal en el extremo 5' de la segunda pluralidad
de oligonucleétidos de anclaje, seleccionando de este modo los polinucleétidos que tienen la secuencia
predefinida.

13. El método de la reivindicacion 12, que comprende uno o mas de los siguientes:

degradar las secuencias polinucleétidas que tienen un extremo 3' o 5' libre;

liberar los polinucledtidos que tienen la secuencia predefinida desde el soporte, en donde se liberan los
polinucleétidos utilizando una endonucleasa tipo Il o en donde los polinucleétidos se liberan utilizando una
mezcla de uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-ligasa endonucleasa VIII.

14. El método de la reivindicacion 12, en el que la primera pluralidad de oligonucleétidos de anclaje esta separada
de la segunda pluralidad de oligonucleétidos de anclaje por una distancia correspondiente a la longitud del
polinucleétido predefinido.

15. El método de la reivindicacion 14, en el que el soporte comprende ademas oligonucledtidos monocatenarios
separados unidos al soporte para fijar la distancia entre el primer y el segundo oligonucleétidos de anclaje, y en
donde la distancia entre el primer y el segundo oligonucleétidos de anclaje depende de una concentracion del primer
y del segundo oligonucledétidos de anclaje y de la concentracién del oligonucleétido separador.

16. El método de la reivindicacion 12, en el que la pluralidad de polinucleétidos bicatenarios unidos al soporte se
sintetiza mediante extensibn de cadena de la polimerasa utilizando como plantillas una pluralidad de
oligonucle6tidos monocatenarios unidos al soporte.

17. Una matriz de acido nucleico, que comprende:

a. un soporte so6lido;

b. una pluralidad de caracteristicas discretas asociadas al soporte sélido, en donde cada caracteristica
comprende una pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte que tiene una secuencia predefinida, en donde
la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte comprende en su extremo 5' una regién de secuencia
que es complementaria a una regidon de secuencia en el extremo 5 de una segunda pluralidad de
oligonucleétidos unidos al soporte, en donde una pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte N comprende
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en su extremo 5' una secuencia complementaria a la region de secuencia del extremo 5' de una pluralidad de
oligonucle6tidos unidos al soporte (N-1); y

c. al menos una primera pluralidad de oligonucleétidos de anclaje que comprende en su extremo 5' una
secuencia que es idéntica a una region de secuencia de la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte.

La matriz de &cidos nucleicos de la reivindicacién 17, que comprende ademas una segunda pluralidad de

oligonucledtidos de anclaje unidos al soporte, en donde el extremo 5' del segundo oligonucleétido de anclaje es
idéntico al extremo 3' de la pluralidad de oligonucledtidos unidos al soporte N.

19.

Un método para producir una pluralidad de polinucleétidos que tiene una secuencia predefinida, comprendiendo

el método:

20.

21.

22.

(a) proporcionar un primer y un segundo soportes que tienen una pluralidad de caracteristicas, en donde cada
caracteristica comprende una pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte diferentes que tienen una
secuencia predefinida diferente;

(b) generar una primera y una segunda pluralidades de oligonucleétidos de construccion diferentes que tienen
secuencias predefinidas diferentes utilizando como plantillas la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte,
la primera y la segunda pluralidades de oligonucleétidos de construccion tienen secuencias complementarias de
extremo 3';

(c) proporcionar un soporte que comprende una pluralidad de caracteristicas, en donde cada caracteristica
comprende oligonucledtidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte, en donde el extremo 5' de cada
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje es complementario al extremo 5' de la primera pluralidad de
oligonucledtidos de construccion;

(d) hibridar la primera pluralidad de oligonucle6tidos de construccién con los oligonucleétidos de anclaje;

(e) hibridar la segunda pluralidad de oligonucledtidos de construccién con la primera pluralidad de
oligonucledtidos de construccion;

(f) hibridar opcionalmente de forma secuencial una tercera pluralidad de oligonucleétidos de construccion con la
segunda pluralidad de oligonucleétidos de construccion;y

(9) ligar las pluralidades de oligonucleétidos de construccion.

El método de la reivindicacion 19, en el que se aplican uno o mas de los siguientes:

cada pluralidad de oligonucleétidos de construccidon que define cada polinucleétido predefinido se sintetiza en un
soporte diferente;

la pluralidad de diferentes polinucleétidos se ensambla en diferentes caracteristicas de soporte que comprenden
los oligonucleotidos de anclaje unidos al soporte;

la etapa de generar la pluralidad de los primeros oligonucleétidos de construccién comprende hibridar una
secuencia del cebador que tiene al menos un uracilo con la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte en condiciones que favorecen la extension del cebador y eliminar el cebador utilizando una mezcla de
uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-ligasa endonucleasa VIl.

El método de la reivindicacion 19, que comprende:

(i) proporcionar un primer soporte que comprende una pluralidad de caracteristicas, en el que cada caracteristica
comprende oligonucleétidos monocatenarios de anclaje unidos al soporte, en el que el extremo 5' de cada
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje es complementario al extremo 5' de una primera pluralidad de
oligonucledtidos de construccion;

(i) proporcionar un segundo soporte que tiene una pluralidad de caracteristicas, en el que cada caracteristica
comprende una pluralidad de oligonucleétidos monocatenarios de plantilla unidos al soporte, cada pluralidad de
oligonucledtidos unidos al soporte tiene una secuencia predefinida diferente;

generar una primera pluralidad de oligonucledtidos de construccion por extensiéon de la polimerasa, utilizando
como plantillas la pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte;

(iii) colocar el primer y el segundo soportes, de modo que cada caracteristica del segundo soporte se alinee a
una caracteristica correspondiente del primer soporte;

(iv) liberar la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccién en una solucién en condiciones que
favorecen la hibridacion de la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion con la pluralidad de
oligonucledtidos de anclaje correspondientes;y

(v) repetir opcionalmente las etapas (ii)-(iv) con un tercer soporte que comprende una segunda pluralidad de
oligonucledtidos de construccion, la segunda y la tercera pluralidad de oligonucledtidos de construccién tienen
secuencias complementarias del extremo 3'.

El método de la reivindicacion 21, en el que se aplican uno o mas de los siguientes:
la etapa de generar la pluralidad de los primeros oligonucledtidos de construccién comprende hibridar una

secuencia del cebador que tiene al menos un uracilo con la primera pluralidad de oligonucleétidos unidos al
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soporte en condiciones que favorecen la extension del cebador y eliminar el cebador utilizando una mezcla de
uracilo-ADN glicosilasa (UAG) y ADN glicosilasa-ligasa endonucleasa VIII;

en donde cada caracteristica del segundo soporte comprende una pluralidad de oligonucleétidos, en donde la
pluralidad de oligonucleétidos comprende al menos dos poblaciones de oligonucledtidos que tienen diferentes
secuencias predefinidas, al menos dos poblaciones de oligonucleétidos tienen secuencias complementarias del
extremo 3"

en donde el segundo soporte se coloca arriba y orientado al primer soporte;

en donde la etapa de liberacién de la primera pluralidad de oligonucle6tidos de construccion en solucion permite
la difusién de la primera pluralidad de oligonucleétidos hacia los oligonucleétidos de anclaje;

en donde la estequiometria de la primera pluralidad de oligonucleétidos de construccion es superior a la
estequiometria de los oligonucleétidos de anclaje; y/o

en donde el tercer soporte comprende una pluralidad de polinucleétidos inmovilizados por hibridacién con una
pluralidad de oligonucleétidos de anclaje.

23. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 21-22, que comprende ademas ligar los oligonucleotidos de
anclaje y la segunda pluralidad de oligonucledétidos de construccion.

24. El método de la reivindicacion 21, en el que la etapa de liberar la primera pluralidad de oligonucledétidos de
construccion en solucién se realiza en presencia de una membrana porosa que permite una difusién vertical
sustancial de los oligonucleétidos de construccién hacia los oligonucleétidos de anclaje, en donde la membrana
porosa reduce la difusion lateral de los oligonucleétidos de construccién.

25. El método de la reivindicacion 21, en el que la etapa de liberar las dos poblaciones de oligonucleétidos en
solucion permite la hibridacion de la primera poblacion de oligonucleétidos de construccion con la segunda poblacion
de oligonucledtidos de construccion y la hibridacion de la primera poblacién de oligonucleédtidos con el
oligonucledtido de anclaje.

26. El método de la reivindicacién 25, en el que la solucion comprende una ligasa.

27. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 21-26, en el que la pluralidad de polinucleétidos se inmoviliza
en el apoyo o esta en solucion.

28. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 21-23, en el que se comprende ademas la exposicion de
la pluralidad de polinucleétidos a un componente que reconoce y escinde un mal apareamiento en condiciones
adecuadas para la escision de los polinucleétidos bicatenarios que contienen un nucleétido mal apareado.

29. El método de la reivindicacion 28, en el que el componente que reconoce y escinde el mal apareamiento
comprende una endonucleasa de mal apareamiento y/o la endonucleasa especifica de mal apareamiento es una
enzima CEL I.

30. El método de la reivindicacién 17, que comprende ademas una tercera pluralidad de oligonucleétidos unidos al
soporte que tiene una secuencia predefinida, en donde la tercera pluralidad de oligonucleétidos unidos al soporte
comprende en su extremo 3' una regidn de secuencia que es complementaria a una regién de secuencia en el
extremo 3' de una segunda pluralidad de oligonucle6tidos unidos al soporte.
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